
ES
 2

 7
03

 4
33

 T
3

11 2 703 433

OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA

19

Número de publicación:

51 Int. CI.:

A61K 31/5025 (2006.01)

A61P 31/12 (2006.01)

12 TRADUCCIÓN DE PATENTE EUROPEA T3

86 Fecha de presentación y número de la solicitud internacional: 20.12.2011 PCT/GB2011/052524

87 Fecha y número de publicación internacional: 28.06.2012 WO12085553

96 Fecha de presentación y número de la solicitud europea: 20.12.2011 E 11808295 (7)
97 Fecha y número de publicación de la concesión europea: 31.10.2018 EP 2654753

Derivados de sangliferina y métodos para su producción Título:54

30 Prioridad:

20.12.2010 GB 201021522
08.08.2011 GB 201113626

45 Fecha de publicación y mención en BOPI de la
traducción de la patente:
08.03.2019

73 Titular/es:

NEUROVIVE PHARMACEUTICAL AB (100.0%)
Medicon Village Scheelevägen 2
223 81 Lund, SE

72 Inventor/es:

MOSS, STEVEN JAMES;
GREGORY, MATTHEW ALAN;
WILKINSON, BARRIE;
KENDREW, STEVEN GARY y
MARTIN, CHRISTINE JANET

74 Agente/Representante:

DEL VALLE VALIENTE, Sonia

Aviso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicación en el Boletín Europeo de Patentes, de
la mención de concesión de la patente europea, cualquier persona podrá oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposición deberá formularse por escrito y estar motivada; sólo se
considerará como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposición (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesión de Patentes Europeas).



2 

DESCRIPCIÓN 
 

Derivados de sangliferina y métodos para su producción 
 
Introducción 5 
 
La presente invención se refiere a un procedimiento para la preparación de análogos de sangliferina, que son útiles 
como inhibidores de ciclofilina, por ejemplo en el tratamiento de una infección viral, especialmente infección por virus 
de ARN tales como virus de la hepatitis C (VHC) y VIH y/o como inmunosupresores, por ejemplo, para su uso en la 
profilaxis del rechazo de trasplantes y como agentes antiinflamatorios, por ejemplo, para su uso en trastornos 10 
inflamatorios. La presente descripción también proporciona métodos para su uso en medicina, en particular para el 
tratamiento de infección por VHC y para su uso como inmunosupresor o agente antiinflamatorio, o como productos 
intermedios en la generación de compuestos útiles medicinalmente adicionales. 
 
Antecedentes de la invención 15 
 
Hepatitis C 
 
El virus de la hepatitis C (VHC) es un virus de ARN de hebra positiva, y su infección es la causa principal de hepatitis 
postransfusional. El VHC es la infección crónica de transmisión hemática más común, y la causa principal de muerte 20 
por enfermedad hepática en los Estados Unidos. La Organización Mundial de la Salud estima que hay más de 170 
millones de portadores crónicos de infección por VHC, lo que es aproximadamente el 3% de la población mundial. 
Entre los pacientes infectados por VHC no tratados, aproximadamente el 70%-85% desarrollan infección crónica por 
VHC y, por tanto, corren el riesgo de desarrollar cirrosis hepática y carcinoma hepatocelular. En países 
desarrollados, el 50-76% de todos los casos de cáncer de hígado y dos tercios de todos los trasplantes de hígado 25 
son debidos a infección crónica por VHC (Manns et al, 2007). 
 
Además de enfermedades hepáticas, los pacientes infectados crónicos también pueden desarrollar otras 
enfermedades crónicas relacionadas con VHC, y sirven como fuente de transmisión a otros. La infección por VHC 
provoca complicaciones no hepáticas tales como artralgias (dolor articular), erupción cutánea y daño orgánico 30 
interno predominantemente al riñón. La infección por VHC representa una importante carga asistencial global, y 
actualmente no existe vacuna disponible para la hepatitis C (Strader et al., 2004; Jacobson et al. 2007; Manns et al., 
2007 Pawlotsky, 2005; Zeuzem & Hermann, 2002). 
 
Tratamiento de VHC 35 
 
El tratamiento habitual actual (SoC) son inyecciones subcutáneas de interferón-α (pIFNα) pegilado y dosificación 
oral del fármaco antiviral ribavirina durante un periodo de 24-48 semanas. El éxito del tratamiento se define por la 
respuesta virológica sostenida (RVS), que se define por la ausencia de ARN de VHC en el suero al final del periodo 
de tratamiento y 6 meses después. Las tasas de respuesta globales con respecto a SoC dependen principalmente 40 
del genotipo y los niveles de ARN de VHC antes del tratamiento. Es más probable que los pacientes con genotipo 2 
y 3 respondan a SoC que los pacientes infectados con el genotipo 1 (Melnikova, 2008; Jacobson et al., 2007). 
 
Un número significativo de pacientes con VHC no responde al tratamiento SoC, o no puede tolerar la terapia debido 
a los efectos secundarios, lo que conduce a problemas frecuentes con la finalización del transcurso completo. La 45 
tasa de RVS clínica global de SoC es sólo de aproximadamente el 50% (Melnikova, 2008). El desarrollo de 
resistencia también es otro factor subyacente del fracaso del tratamiento (Jacobson et al. et al. 2007). SoC también 
está contraindicado en algunos pacientes que no se consideran candidatos para el tratamiento, tales como pacientes 
con episodios significativos pasados de depresión o enfermedad cardíaca. Los efectos secundarios del SoC, que 
pueden conducir frecuentemente a interrupción del tratamiento incluyen una enfermedad similar a la gripe, fiebre, 50 
fatiga, enfermedad hematológica, anemia, leucopenia, trombocitopenia, alopecia y depresión (Manns et al., 2007). 
 
Teniendo en cuenta los efectos secundarios asociados con los tratamientos prolongados que usan SoC, el 
desarrollo de resistencia y la tasa de éxito global subóptima, se necesitan urgentemente nuevos tratamientos más 
eficaces y más seguros para el tratamiento de infección por VHC. Los objetivos de los nuevos tratamientos incluyen 55 
potencia mejorada, perfil de toxicidad mejorado, perfil de resistencia mejorado, calidad de vida mejorada y la mejora 
resultante en el cumplimiento del paciente. El VHC tiene un ciclo de vida corto y, por tanto, el desarrollo de 
resistencia a fármacos durante la terapia farmacológica es común. 
 
Está desarrollándose una terapia antiviral novedosa, específicamente dirigida para la hepatitis C (STAT-C), también 60 
conocida como fármacos antivirales de actuación directa (DAA) que se dirigen a proteínas virales tales como ARN 
polimerasa viral NS5B o proteasa viral NS3 (Jacobson et al, 2007; Parfieniuk et al., 2007). Además, también están 
desarrollándose compuestos novedosos que se dirigen a proteínas humanas (por ejemplo ciclofilinas) en lugar de 
dianas virales, que puede esperarse que conduzcan a una reducción en la incidencia de resistencia durante terapia 
farmacológica (Manns et al., 2007; Pockros, 2008; Pawlotsky J-M, 2005). 65 
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Inhibidores de ciclofilina 
 
Las ciclofilinas (CyP) son una familia de proteínas celulares que presentan actividad peptidil-prolil cis-trans 
isomerasa que facilita cambios de conformación en la proteína y plegamiento. Las CyP están implicadas en 
procesos celulares tales como regulación transcripcional, respuesta inmunitaria, secreción de proteínas y función 5 
mitocondrial. El virus VHC recluta CyP para su ciclo vital durante la infección en seres humanos. Originalmente, se 
pensaba que las CyP estimulaban la actividad de unión a ARN de la proteína no estructural de ARN polimerasa de 
NS5B de VHC que promueve la replicación de ARN, aunque se han propuesto varias hipótesis alternativas 
incluyendo un requisito para la actividad PPlasa de CyP. Se cree que diversas isoformas de CyP, incluyendo A y B, 
están implicadas en el ciclo vital de VHC (Yang et al., 2008; Appel et al., 2006; Chatterji et al., 2009; Gaither et al., 10 
2010). La capacidad de generar inactivaciones en ratones (Colgan et al., 2000) y células humanas T (Braaten y 
Luban, 2001) indica que CyPA es opcional para el crecimiento y supervivencia celular. Se han observado resultados 
similares con alteración de homólogos de CyPA en bacterias (Herrler et al., 1994), Neurospora (Tropschug et al., 
1989) y Saccharomyces cerevisiae (Dolinski et al. 1997). Por tanto, inhibir las CyP representa una diana huésped 
novedosa y atractiva para tratar la infección por VHC, y una nueva posible adición al SoC actual o a los fármacos de 15 
STAT-C/DAA, con el objetivo de aumentar la RVS, evitando que emerja resistencia y reduciendo los efectos 
secundarios del tratamiento. 
 

 
Ciclosporina A, 1     DEBIO-025, 2 20 

 
 
Se conoce que la ciclosporina A (Inoue et al. 2003) (“CsA”) y sus análogos clínicos no inmunosupresores 
estrechamente relacionados estructuralmente DEBIO-025 (Paeshuyse et al. 2006; Flisiak et al. 2008), NIM811 
(Mathy et al. 2008) y SCY-635 (Hopkins et al., 2009) se unen a ciclofilinas, y como inhibidores de ciclofilina han 25 
demostrado eficacia in vitro y clínica en el tratamiento de infección por VHC (Crabbe et al., 2009; Flisiak et al. 2008; 
Mathy et al. 2008; Inoue et al., 2007; Ishii et al., 2006; Paeshuyse et al., 2006). Aunque estudios de resistencia 
anteriores sobre CsA mostraron mutaciones en la ARN polimerasa de NS5B de VHC y sugirieron que sólo la 
ciclofilina B estaría implicada en el proceso de replicación de VHC (Robida et al., 2007), estudios recientes han 
sugerido un papel esencial para la ciclofilina A en la replicación de VHC (Chatterji et al. 2009; Yang et al., 2008). 30 
Teniendo en cuenta que las mutaciones en la proteína viral NS5A también se asocian con resistencia a CsA y que 
NS5A interactúa tanto con CyPA como CypB para su actividad peptidil-prolil cis/trans isomerasa específica (PPlasa), 
además se sugiere un papel para ambas ciclofilinas en el ciclo vital viral (Hanoulle et al., 2009). 
 
El efecto anti-VHC de análogos de ciclosporina es independiente de la propiedad inmunosupresora, que depende de 35 
calcineurina. Esto indicó que el requisito esencial para la actividad de VHC es la unión a CyP y la unión a 
calcineurina no se necesita. DEBIO-025, el inhibidor de ciclofilina más avanzado clínicamente para el tratamiento de 
VHC, ha mostrado potencia in vitro e in vivo frente a los cuatro genotipos de VHC más prevalentes (genotipos 1, 2, 3 
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y 4). Estudios de resistencia mostraron que las mutaciones que conferían resistencia a DEBIO-025 fueron diferentes 
de aquellas notificadas para inhibidores de polimerasa y proteasa, y que no hubo resistencia cruzada con replicones 
virales resistentes a STAT-C/DAA. De manera más importante, DEBIO-025 también evitó el desarrollo de 
mutaciones de escape que confieren resistencia a tanto inhibidores de proteasa como de polimerasa (Crabbe et al., 
2009). 5 
 
Sin embargo, los inhibidores de ciclofilina basados en CsA en el desarrollo clínico tienen varios problemas, que se 
piensa que están relacionados con su clase estructural compartida, incluyendo: determinados acontecimientos 
adversos que pueden conducir a retirada de terapia y han limitado los niveles de dosis clínicas; farmacocinética 
variable que puede conducir a eficacia variable; y un mayor riesgo de interacciones farmacológicas que pueden 10 
conducir a problemas de dosificación. 
 
Los acontecimientos adversos que se producen más frecuentemente (AE) en pacientes que recibieron DEBIO-025 
incluían ictericia, dolor abdominal, vómitos, fatiga y pirexia. Los AE más importantes clínicamente fueron 
hiperbilirrubinemia y reducción en el recuento plaquetario (trombocitopenia). Peg-IFN puede provocar 15 
trombocitopenia profunda y la combinación con DEBIO-025 podría representar un problema clínico significativo. 
También se han descrito tanto un aumento de la bilirrubina como disminución de plaquetas en estudios clínicos 
anteriores con NIM-811 (Ke et al., 2009). Aunque la hiperbilirrubinemia observada durante estudios clínicos con 
DEBIO-025 se invirtió después del cese del tratamiento, fue la causa de la interrupción del tratamiento en 4 de 16 
pacientes, y una reducción en los niveles de dosis para futuros ensayos. Puesto que el efecto antiviral de los 20 
inhibidores de ciclofilina en VHC está relacionado con la dosis, una reducción en la dosis ha conducido a una 
reducción en el efecto antiviral, y varios ensayos posteriores con inhibidores de ciclofilina basados en CsA no han 
demostrado, o han demostrado escasas, reducciones en la carga viral de VHC cuando se dosifica como 
monoterapia (Lawitz et al., 2009; Hopkins et al., 2009; Nelson et al., 2009). Se conoce que DEBIO-025 y ciclosporina 
A son inhibidores de los transportadores biliares tales como bombas de exportación de sales biliares y otros 25 
transportadores hepáticos (especialmente MRP2/cMOAT/ABCC2) (Crabbe et al., 2009). Se ha sugerido que la 
interacción con los transportadores biliares, en particular MRP2, puede ser la causa de la hiperbilirrubinemia 
observada a altos niveles de dosis de DEBIO-025 (Nelson et al., 2009, Wring et al., 2010). Las interacciones 
farmacológicas relacionadas con la clase de CsA (DDI) por medio de inhibición de otros transportadores de 
fármacos tales como OAT1B1 y OAT1B3 (Konig et al., 2010) también puede ser un problema, limitando 30 
potencialmente determinadas combinaciones y uso en algunos pacientes que se someten a tratamiento para 
infecciones conjuntas tales como VIH (Seden et al., 2010). 
 
Además, DEBIO-025 y ciclosporina A son sustratos para el metabolismo por el citocromo P450 (especialmente 
CYP3A4), y se conoce que son sustratos e inhibidores de la glicoproteína P humana (MDR1) (Crabbe et al., 2009). 35 
La ciclosporina A también ha demostrado ser un inhibidor de CYP3A4 in vitro (Niwa et al., 2007). Esto indica que 
podría haber un riesgo aumentado de interacciones farmacológicas con otros fármacos que son sustratos, 
inductores o inhibidores de CYP3A4 tales como, por ejemplo, ketoconazol, cimetidina y rifampicina. Además, 
también se esperan interacciones con fármacos que se someten a transporte mediante glicoproteína P (por ejemplo, 
digoxina), lo que podría provocar interacciones farmacológicas graves en pacientes con VHC que reciben 40 
tratamientos médicos para otras enfermedades concomitantes (Crabbe et al. 2009). También se sabe que CsA tiene 
una farmacocinética muy variable, mostrando formulaciones anteriores biodisponibilidad oral desde el 1-89% 
(Kapurtzak et al., 2004). Sin monitorización costosa de los niveles sanguíneos del paciente, esto puede conducir a 
prevalencia aumentada de efectos secundarios debido a niveles plasmáticos aumentados, o respuesta clínica 
reducida debido a niveles plasmáticos reducidos. 45 
 
Teniendo en cuenta que la inhibición de ciclofilinas representa un nuevo enfoque prometedor para el tratamiento de 
VHC, existe la necesidad de descubrimiento y desarrollo de inhibidores de CyP más potentes y más seguros para su 
uso en terapia de combinación frente a infección por VHC. 
 50 
Sangliferinas 
 
La sangliferina A (SfA) y sus congéneres naturales pertenecen a una clase de péptidos/policétidos no ribosómicos 
mixtos, producidos por Streptomyces sp. A92-308110 (también conocido como DSM 9954) (véase el documento WO 
97/02285), que se descubrieron originalmente basándose en su alta afinidad a ciclofilina A (CyPA). SfA es el 55 
componente más abundante en caldos de fermentación y presenta aproximadamente 20 veces más afinidad por 
CyPA en comparación con CsA. Esto ha conducido a la sugerencia de que las sangliferinas podrían ser útiles para el 
tratamiento de VHC (documento WO2006/138507). Las sangliferinas también han demostrado presentar una menor 
actividad inmunosupresora que CsA cuando se somete a prueba in vitro (Sanglier et al., 1999; Fehr et al., 1999). SfA 
se une con alta afinidad al sitio de unión a CsA de CyPA (Kallen et al., 2005). 60 
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Biosíntesis de sangliferinas 
 5 
Las sangliferinas se biosintetizan mediante una policétido sintasa mixta (PKS)/péptido sintetasa no ribosómica 
(NRPS) (véase el documento WO2010/034243, Qu et al., 2011). La estructura principal de macrólido de 22 
miembros consiste en una cadena de carbono de policétido y una cadena tripeptídica. La cadena peptídica consiste 
en un aminoácido natural, valina, y dos aminoácidos no naturales: (S)-meta-tirosina y ácido (S)-piperazico, unidos 
mediante un enlace amida. La hidroxilación de fenilalanina (o bien in situ en el NRPS o bien antes de la biosíntesis) 10 
para generar (S)-meta-tirosina se piensa que se produce por medio del producto génico de sfaA. El documento 
WO2006138507 da a conocer que las sangliferinas A, B, C y D se aíslan de Streptomyces sp. A92-308110. 
 
Acción inmunosupresora de sangliferinas 
 15 
El mecanismo inmunosupresor de la acción de SfA es diferente al de otros fármacos inmunosupresivos de unión a 
inmunofilina tales como CsA, FK506 y rapamicina. SfA no inhibe la actividad fosfatasa de calcineurina, la diana de 
CsA (Zenke et al. 2001), en cambio su actividad inmunosupresora se ha atribuido a la inhibición de interleucina-6 
(Hartel et al., 2005), interleucina-12 (Steinschulte et al., 2003) e inhibición de proliferación de células T dependiente 
de interleucina- (Zhang & Liu, 2001). Sin embargo, la diana molecular y el mecanismo a través del cual SfA ejerce su 20 
efecto inmunosupresor se desconoce hasta ahora. 
 
La estructura molecular de SfA es compleja y su interacción con CyPA se cree que está mediada en gran parte por 
la porción macrocíclica de la molécula. De hecho, un compuesto macrocíclico (hidroximacrociclo) derivado de la 
escisión oxidativa de SfA ha demostrado fuerte afinidad por CyPA (Sedrani et al., 2003). Los datos de estructura 25 
cristalina de rayos X han mostrado que el hidroximacrociclo se une al mismo sitio activo de CyPA que CsA. Los 
análogos basados en el resto macrociclo de SfA también han mostrado previamente que están desprovistos de 
propiedades inmunosupresoras (Sedrani et al., 2003), proporcionando una oportunidad para el diseño de inhibidores 
de CyP no inmunosupresores para posible uso en terapia contra VHC. 
 30 
A la inversa de esto, también existe una oportunidad de desarrollar agentes inmunosupresores con baja toxicidad 
para su uso en tales áreas como profilaxis de rechazo de trasplantes, trastornos autoinmunitarios, inflamatorios y 
respiratorios, incluyendo, pero sin limitarse a, enfermedad de Crohn, síndrome de Behcet, uveítis, psoriasis, 
dermatitis atópica, artritis reumatoide, síndrome nefrítico, anemia aplásica, cirrosis biliar, asma, fibrosis pulmonar, 
enfermedad pulmonar obstructiva crónica (COPD) y enfermedad celíaca. Las sangliferinas han demostrado tener un 35 
mecanismo novedoso de actividad inmunosupresora (Zenke et al., 2001), que actúa potencialmente a través de las 
quimiocinas de células dendríticas (Immecke et al., 2011) y existe, por tanto, una oportunidad de desarrollar agentes 
con un mecanismo de acción diferente a los agentes clínicos actuales, tales como ciclosporina A, rapamicina y 
FK506. 
 40 
Otros usos terapéuticos de inhibidores de ciclofilina 
 
Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) 
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Los inhibidores de ciclofilina, tales como CsA y DEBIO-025 también han demostrado posible utilidad en la inhibición 
de la replicación de VIH. Los inhibidores de ciclofilina se cree que interfieren con la función de CyPA durante la 
progresión/finalización de la transcripción inversa de VIH (Ptak et al., 2008). Sin embargo, cuando se someten a 
prueba clínicamente, DEBIO-025 sólo redujo los niveles de ARN de VIH-1 ≥0,5 y >1 log10 copias/ml en nueve y dos 
pacientes respectivamente, mientras 27 de los pacientes tratados no mostraron reducción en los niveles de ARN de 5 
VIH-1 (Steyn et al., 2006). Tras esto, DEBIO-025 se sometió a ensayo en pacientes coinfectados con VHC/VIH, y 
mostraron mejor eficacia contra VHC, y los ensayos clínicos de VIH se interrumpieron (véase Watashi et al., 2010). 
 
Tratamiento de VIH 
 10 
Más de 30 millones de personas están infectadas por VIH-1 a nivel mundial, con 3 millones de nuevos casos cada 
año. Las opciones de tratamiento han mejorado drásticamente con la introducción de terapia antirretroviral muy 
activa (HAART) (Schopman et al., 2010). Hacia 2008, se habían autorizado casi 25 fármacos antirretrovirales para el 
tratamiento de VIH-1, incluyendo nueve inhibidores nucleósidos de la transcriptasa inversa (NRTI), cuatro inhibidores 
no nucleósidos de la transcriptasa inversa (NNRTI), nueve inhibidores de proteasa (PI), un inhibidor de fusión, un 15 
inhibidor de CCR5 y un inhibidor de integrasa (Shafer y Schapiro, 2008). Sin embargo, ninguno de estos regímenes 
actuales conduce a aclaramiento viral completo, pueden conducir a efectos secundarios graves y la resistencia 
antiviral todavía es un problema principal. Por tanto, sigue permaneciendo la necesidad de nuevas terapias 
antivirales, especialmente en el mecanismo de clases de acción cuando no hay fármacos aprobados, tal como es el 
caso para los inhibidores de ciclofilina. 20 
 
Virus de la hepatitis B 
 
La hepatitis B es un virus de ADN de la familia Hepadnaviridae, y es el agente causante de hepatitis B. En oposición 
a los casos con VHC y VIH, ha habido muy pocos informes publicados de la actividad de inhibidores de ciclofilina 25 
frente al virus de la hepatitis B. Ptak et al. 2008 han descrito una actividad débil de Debio-025 frente a VHB (CI50 de 
4,1 µM), mientras que Xie et al., 2007 describieron alguna actividad de CsA frente a VHB (CI50 >1,3 µg/ml). Esto 
contrasta con VIH y VHC, donde hay numerosos informes de actividad antiviral nanomolar de inhibidores de 
ciclofilina. 
 30 
Tratamiento de VHB 
 
El VHB infecta hasta 400 millones de personas a nivel mundial y es una causa principal de hepatitis viral crónica y 
carcinoma hepatocelular. Con fecha de 2008, existen seis fármacos autorizados para el tratamiento de VHB; 
interferón alfa e interferón alfa pegilado, tres análogos de nucleósido (lamivudina, entecavir y telbivudina) y un 35 
análogo de nucleótido (adefovir dipivoxil). Sin embargo, debido a las altas tasas de resistencia, escasa tolerabilidad 
y posibles efectos secundarios, se necesitan nuevas opciones terapéuticas (Ferir et al., 2008). 
 
Inhibición del poro de transición de permeabilidad mitocondrial (mPTP) 
 40 
La apertura de los poros de transición de permeabilidad de alta conductancia en las mitocondrias inicia la aparición 
de la transición de permeabilidad mitocondrial (MPT). Este es un acontecimiento causante, que conduce a necrosis y 
apoptosis en hepatocitos tras estrés oxidativo, toxicidad de Ca2+ e isquemia/reperfusión. La inhibición de ciclofilina D 
(también conocida como ciclofilina F) por inhibidores de ciclofilina ha demostrado bloquear la apertura de poros de 
transición de permeabilidad y protege de la muerte celular después de estas tensiones. Los inhibidores de ciclofilina 45 
D pueden, por tanto, ser útiles en indicaciones en las que la apertura de mPTP se ha implicado, tales como distrofia 
muscular, en particular distrofia muscular congénita de Ullrich y miopatía de Betlem (Millay et al., 2008, documento 
WO2008/084368, Palma et al., 2009), esclerosis múltiple (Forte et al., 2009), diabetes (Fujimoto et al., 2010), 
esclerosis amiotrófica lateral (Martin 2009), trastorno bipolar (Kubota et al., 2010), enfermedad de Alzheimer (Du y 
Yan, 2010), enfermedad de Huntington (Perry et al., 2010), recuperación tras infarto de miocardio (Gomez et al., 50 
2007) y consumo de alcohol crónico (King et al., 2010). 
 
Usos terapéuticos adicionales 
 
Los inhibidores de ciclofilina tienen posible actividad frente a y, por tanto, en el tratamiento de infecciones de otros 55 
virus, tales como virus de varicela-zóster (Ptak et al., 2008), virus de la gripe A (Liu et al., 2009), coronavirus de 
síndrome respiratorio agudo grave y otros coronavrius humanos y felinos (Chen et al., 2005, Ptak et al., 2008), virus 
del dengue (Kaul et al., 2009), virus de la fiebre amarilla (Qing et al., 2009), virus del Nilo Occidental (Qing et al., 
2009), virus de la encefalitis equina occidental (Qing et al., 2009), citomegalovirus (Kawasaki et al., 2007) y virus de 
la vaccinia (Castro et al., 2003). 60 
 
También hay informes de utilidad de inhibidores de ciclofilina e inhibición de ciclofilina en otras áreas terapéuticas, 
tales como en cáncer (Han et al., 2009). 
 
Comentarios generales sobre las sangliferinas 65 
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Uno de los problemas en el desarrollo de fármacos de compuestos tales como sangliferinas es el metabolismo 
rápido y glucuronidación, que conducen a baja biodisponibilidad oral. Esto puede conducir a una oportunidad 
aumentada de efecto de alimento, liberación incompleta más frecuente de la forma de dosificación y mayor 
variabilidad entre pacientes. 
 5 
Por tanto, sigue existiendo la necesidad de identificar inhibidores de ciclofilina y agentes antiinflamatorios 
novedosos, que pueden tener utilidad, particularmente en el tratamiento de infección por VHC y estados 
antiinflamatorios, pero también en el tratamiento de otras áreas de la enfermedad en las que la inhibición de 
ciclofilinas puede ser útil, tales como infección por VIH, distrofia muscular o ayudar a la recuperación después de un 
infarto de miocardio o cuando la inmunosupresión sea útil. Preferiblemente, tales inhibidores de ciclofilina tienen 10 
propiedades mejoradas con respecto a los inhibidores de ciclofilina actualmente disponibles, incluyendo una o más 
de las siguientes propiedades: mayor semivida o biodisponibilidad oral aumentada, posiblemente por medio del 
metabolismo de P450 reducido y/o glucuronidación reducida, solubilidad en agua potenciada, potencia mejorada 
frente a VHC, toxicidad reducida (incluyendo hepatotoxicidad), perfil farmacológico mejorado, tal como alta 
exposición al órgano diana (por ejemplo hígado en el caso de VHC) y/o larga semivida (lo que permite dosificación 15 
menos frecuente), interacciones farmacológicas reducidas, tales como por medio de niveles reducidos de 
metabolismo e inhibición de CYP3A4 e inhibición de (Pgp) reducida (lo que permite combinaciones de múltiples 
fármacos más fáciles) y perfil de efectos secundarios mejorado, tal como baja unión a MRP2, lo que conduce a una 
probabilidad reducida de hiperbilirrubinemia, mejor efecto inmunosupresor, actividad mejorada frente a especies de 
virus resistentes, en particular especies de virus resistentes a CsA y análogo de CsA (por ejemplo, DEBIO-025) y 20 
mayor índice terapéutico (y/o selectividad). La presente invención da a conocer análogos de sangliferina novedosos 
que pueden tener una o más de las propiedades anteriores. En particular, la presente invención da a conocer 
análogos de sangliferina mutasintéticos novedosos que, en al menos algunas realizaciones, tienen metabolismo 
reducido por medio de P450 o glucuronidación, por ejemplo tal como se muestra por semivida de microsoma 
aumentada y/o potencia mejorada frente a VHC, por ejemplo tal como se muestra mediante baja CE50 de replicón 25 
y/o índice de selectividad aumentado. 
 
También existe la necesidad de desarrollar agentes inmunosupresores novedosos, que pueden tener utilidad en la 
profilaxis de rechazo de trasplantes, o en el tratamiento de trastornos autoinmunitarios, inflamatorios y respiratorios. 
Preferiblemente, tales inmunosupresores tienen propiedades mejoradas con respecto a las sangliferinas naturales 30 
conocidas, incluyendo una o más de las siguientes propiedades: mayor semivida o biodisponibilidad oral aumentada, 
posiblemente a través del metabolismo de P450 reducido y/o glucuronidación reducida, solubilidad en agua 
potenciada, potencia mejorada en actividad inmunosupresora, tal como puede observarse en ensayos de 
proliferación de células T, toxicidad reducida (incluyendo hepatotoxicidad), perfil farmacológico mejorado, tal como 
alta exposición al órgano diana y/o larga semivida (lo que permite dosificación menos frecuente), interacciones 35 
farmacológicas reducidas, tales como por medio de niveles reducidos de metabolismo e inhibición de CYP3A4 e 
inhibición de (Pgp) reducida (lo que permite combinaciones de múltiples fármacos más fáciles) y perfil de efectos 
secundarios mejorado. La presente invención da a conocer análogos de sangliferina novedosos que pueden tener 
una o más de las propiedades anteriores. En particular, la presente invención da a conocer análogos de sangliferina 
novedosos que, en al menos algunas realizaciones, tienen metabolismo por medio de P450 o glucuronidación 40 
reducido, por ejemplo tal como se muestra mediante la semivida de microsoma aumentada y pueden tener potencia 
inmunosupresora aumentada, por ejemplo, tal como se muestra mediante una CI50 baja de proliferación de células T. 
 
Sumario de la invención 
 45 
La presente invención proporciona un método para la preparación de análogos de sangliferina novedosos, que se 
han generado mediante mutasíntesis. Estos análogos pueden generarse alimentando análogos de meta-tirosina a 
un organismo productor de sangliferina, tal como Streptomyces sp. A92-308110 (también conocido como DSM 
9954), o más preferiblemente, alimentando análogos de meta-tirosina a un derivado modificado por ingeniería 
genética de un organismo productor de sangliferina, donde sfaA, o un homólogo de sfaA se inactiva o deleciona. 50 
 
La presente invención se refiere a un procedimiento para producir una sangliferina mutasintética que comprende 
alimentar una bacteria que produce sangliferina, como Streptomyces sp en el que el gen sfaA u homólogo del gen 
sfaA se inactiva o deleciona, un compuesto de fórmula (III) 
 55 

Fórmula (III) 
 
en la que X1, X2, X3, X4, X5, R1, R2, R3, R4 y R5 se definen como 
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R1, R2, R3, R4 y R5 representan independientemente H, F, Cl, Br, alquenilo C2-6 o alquilo C1-10 en la que uno o más 
átomos de carbono de dicho grupo alquilo se reemplazan opcionalmente por un heteroátomo seleccionado de O, N y 
S(O)p en donde p representa 0, 1 ó 2 y en la que uno o más átomos de carbono de dicho grupo alquilo se 
reemplazan opcionalmente por carbonilo y cuyo grupo alquilo puede sustituirse opcionalmente por uno o más 
átomos de halógeno; 5 
 
X1, X2, X3, X4 y X5 representan independientemente C o N, y en el caso de que cualquiera de estos grupos 
represente N, el sustituyente unido está ausente; 
 
con la condición de que cuando R1, R3, R4 y R5 representan todos H y X1, X2, X3, X4 y X5 representan todos C, 10 
entonces R2 no puede representar OH; 
 
y R7 representa H o un grupo formador de éster, o una sal del mismo, y 
 
cultivar la bacteria para producir un compuesto de sangliferina según la fórmula (I) o la fórmula (II) a continuación, o 15 
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo: 
 

 
 

 20 
 
en la que: 
 
R1, R3, R4 y R5 representan independientemente H, F, Cl, Br, alquenilo C2-6 o alquilo C1-10 en la que uno o más 
átomos de carbono de dicho grupo alquilo se reemplazan opcionalmente por un heteroátomo seleccionado de O, N y 25 
S(O)p en donde p representa 0, 1 ó 2 y en la que el grupo alquilo puede sustituirse opcionalmente por uno o más 
átomos de halógeno; 
 
y en la que R2 se selecciona de H, F, Cl, CF3, OH, NH2 y alquilo C1-6; 
 30 
X1, X2, X3, X4 y X5 representan independientemente C o N, y en el caso de que cualquiera de estos grupos 
represente N, el sustituyente unido está ausente; 
 
con la condición de que cuando R1, R3, R4 y R5 representan todos H y X1, X2, X3, X4 y X5 representan todos C, 
entonces R2 no puede representar OH. 35 
 
El procedimiento puede comprender además la etapa de aislar la sangliferina mutasintética. 
 
Como resultado, la presente invención proporciona métodos para la preparación de análogos de sangliferina 
mutasintéticos. En esta descripción se dan a conocer métodos para el uso de estos compuestos en medicina o como 40 
productos intermedios en la producción de compuestos adicionales. 
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Por tanto, en un primer aspecto, la presente invención proporciona análogos de sangliferina mutasintéticos y 
derivados de los mismos según la fórmula (I) o la fórmula (II) a continuación, o una sal farmacéuticamente aceptable 
de los mismos: 
 5 

 
 

 
 
en la que: 10 
 
R1, R2, R3, R4 y R5 representan independientemente H, F, Cl, Br, alquenilo C2-6 o alquilo C1-10 en la que uno o más 
átomos de carbono de dicho grupo alquilo se reemplazan opcionalmente por un heteroátomo seleccionado de O, N y 
S(O)p en donde p representa 0, 1 ó 2 y en la que uno o más átomos de carbono de dicho grupo alquilo se 
reemplazan opcionalmente por carbonilo y cuyo grupo alquilo puede sustituirse opcionalmente por uno o más 15 
átomos de halógeno; 
 
X1, X2, X3, X4 y X5 representan independientemente C o N, y en el caso de que cualquiera de estos grupos 
represente N, el sustituyente unido está ausente; 
 20 
con la condición de que cuando R1, R3, R4 y R5 representan todos H y X1, X2, X3, X4 y X5 representan todos C, 
entonces R2 no puede representar OH. 
 
Las sangliferinas producidas pueden modificarse a cualquier tautómero de las mismas; o un isómero de las mismas 
en las que el enlace C=C en el C26, posición 27 C=C (como referencia a la estructura de sangliferina A) mostrado 25 
como trans es cis; y que incluye un aducto de metanol del mismo en el que se forma un cetal mediante la 
combinación del ceto C-53 y el grupo hidroxilo C-15 y metanol. 
 
La estructura anterior muestra un tautómero representativo y los compuestos preparados mediante la invención 
pueden modificarse a cualquier tautómero de los compuestos de fórmula (I) por ejemplo compuestos ceto en los que 30 
se ilustran compuestos de enol y viceversa. 
 
Los tautómeros específicos de fórmula (I) son aquellos en los que (i) el grupo ceto C-53 forma un hemicetal con el 
hidroxilo C-15, o (ii) los hidroxilos C-15 y C-17 pueden combinarse con el ceto C-53 para formar un cetal. Todas las 
numeraciones usan el sistema para la estructura de sangliferina A original. 35 
 
Definiciones 
 
Los artículos “un” y “una” se usan en el presente documento para referirse a uno o más de uno (es decir, al menos 
uno) de los objetos gramaticales del artículo. A modo de ejemplo, “un análogo” significa un análogo o más de un 40 
análogo. 
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Tal como se usa en el presente documento el término “análogo(s)” se refiere a compuestos químicos que son 
estructuralmente similares entre sí pero que difieren ligeramente en la composición (como en el reemplazo de un 
átomo por otro o en presencia o ausencia de un grupo funcional particular). 
 5 
Tal como se usa en el presente documento el término “trastornos inflamatorios” se refiere a la lista de trastornos 
provocados por inflamación, incluyendo, pero sin limitarse a acné vulgar, aterosclerosis, asma, enfermedades 
autoinmunitarias (tales como encefalomielitis diseminada agua (ADEM), enfermedad de Addison, alopecia areata, 
espondilitis anquilosante, síndrome de anticuerpo antifosfolípido (APS), anemia hemolítica autoinmunitaria, hepatitis 
autoinmunitaria, enfermedad del oído interno autoinmunitaria, pénfigo vesicular, enfermedad celíaca, enfermedad de 10 
Chagas, enfermedad pulmonar obstructiva crónica (COPD), enfermedad de Crohn, dermatomiositis, diabetes 
mellitus tipo 1, endometriosis, síndrome de Goodpasture, enfermedad de Graves, síndrome de Guillain-Barré, 
enfermedad de Hashimoto, hidrosadenitis supurativa, enfermedad de Kawasaki, nefropatía de IgA, púrpura 
trombocitopénica idiopática, cistitis intersticial, lupus eritematoso, enfermedad de tejido conectivo mixto, morfea, 
esclerosis múltiple (MS), miastenia grave, narcolepsia, neuromiotonía, pénfigo vulgar, anemia perniciosa, psoriasis, 15 
artritis psoriática, polimiositis, cirrosis biliar primaria, artritis reumatoide, esquizofrenia, escleroderma, síndrome de 
Sjögren, síndrome del hombre rígido, arteritis temporal, colitis ulcerativa, vasculitis, vitiligo, granulomatosis de 
Wegener), enfermedad intestinal inflamatoria, enfermedad inflamatoria pélvica, artritis reumatoide y rechazo de 
trasplantes. 
 20 
Tal como se usa en el presente documento el término “sangliferina(s)” se refiere a compuestos químicos que son 
estructuralmente similares a sangliferina A pero que difieren ligeramente en composición (como en el reemplazo de 
un átomo por otro o en presencia o ausencia de un grupo funcional particular), en particular los generados por 
fermentación de Streptomyces sp. A92-308110. Los ejemplos incluyen los compuestos similares a sangliferina 
comentados en los documentos WO97/02285 y WO98/07743, tales como sangliferina B. 25 
 
Tal como se usa en el presente documento el término “sangliferina(s) mutasintética(s)” o “análogo(s) de sangliferina 
mutasintética” se refiere a compuestos químicos que son estructuralmente similares a sangliferina A, B, C o D pero 
que difieren ligeramente en composición (como en el reemplazo de uno o más átomos por otro o en presencia o 
ausencia de un grupo funcional particular), en particular, aquellos generados por fermentación de Streptomyces sp. 30 
A92-308110 o un mutante del mismo, en donde el cultivo se alimenta con un análogo de meta-tirosina. 
 
Tal como se usa en el presente documento el término “análogo(s) de meta-tirosina” se refiere a compuestos 
químicos que son estructuralmente similares a meta-tirosina pero que difieren ligeramente en composición (como en 
el reemplazo de uno o más átomos por otro o en presencia o ausencia de un grupo funcional particular), en 35 
particular, aquellos descritos en la fórmula (III). 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término “VHC” se refiere a virus de la hepatitis C, un virus con 
envuelta de ARN monocatenario en la familia viral Flaviviridae. 
 40 
Tal como se usa en el presente documento, el término “VIH” se refiere a virus de la inmunodeficiencia humana, el 
agente causante de síndrome de inmunodeficiencia humana adquirida. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término “biodisponibilidad” se refiere al grado en el que o la tasa a la 
que un fármaco u otra sustancia se adsorbe o se vuelve disponible en el sitio de actividad biológica tras la 45 
administración. Esta propiedad depende de varios factores incluyendo la solubilidad del compuesto, tasa de 
absorción en el intestino, el grado de unión a proteína y metabolismo etc. Diversas pruebas para determinar la 
biodisponibilidad que serían familiares para un experto en la técnica se describen en el presente documento (véase 
además Egorin et al. 2002). 
 50 
El término “solubilidad en agua” tal como se usa en esta solicitud se refiere a la solubilidad en medios acuosos, por 
ejemplo solución salina tamponada con fosfato (PBS) a pH 7,4, o en disolución de glucosa al 5%. Las pruebas para 
la solubilidad en agua se proporcionan a continuación en los ejemplos como “ensayo de solubilidad en agua”. 
 
Las sales farmacéuticamente aceptables de compuestos de la invención tales como los compuestos de fórmula (I) 55 
incluyen sales convencionales formadas a partir de ácidos o bases inorgánicos u orgánicos farmacéuticamente 
aceptables así como sales de adición de ácido de amonio cuaternario. Los ejemplos más específicos de sales de 
ácidos adecuados incluyen clorhídrico, bromhídrico, sulfúrico, fosfórico, nítrico, perclórico, fumárico, acético, 
succínico, glicólico, fómico, láctico, maleico, tartárico, cítrico, palmoico, malónico, hidroximaleico, fenilacético, 
glutámico, benzoico, salicílico, fumárico, toluenosulfónico, metanosulfónico, naftaleno-2-sulfónico, bencenosulfónico, 60 
hidroxinaftoico, yodhídrico, málico, esteroico, tánico y similares. Las sales de ácido clorhídrico son de particular 
interés. Otros ácidos tales como oxálico, aunque no son por sí mismos farmacéuticamente aceptables, pueden ser 
útiles en la preparación de sales útiles como productos intermedios en la obtención de los compuestos de la 
invención y sus sales farmacéuticamente aceptables. Los ejemplos más específicos de sales básicas adecuadas 
incluyen sales de sodio, litio, potasio, magnesio, aluminio, calcio, zinc, N,N’-dibenciletilendiamina, cloroprocaína, 65 
colina, dietanolamina, etilendiamina, N-metilglucamina y procaína. Las referencias a continuación en el presente 
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documento a un compuesto según la invención incluyen tanto compuestos de fórmula (I) como sus sales 
farmacéuticamente aceptables. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término “alquilo” representa un grupo alquilo de cadena lineal o 
ramificado. Alquilo a modo de ejemplo es alquilo C1-6, por ejemplo, alquilo C1-4. 5 
 
“Alquenilo” se refiere a un grupo alquilo que contiene dos o más carbonos que está insaturado con uno o más dobles 
enlaces. 
 
Los ejemplos de grupos alquilo incluyen grupos alquilo C1-4 tales como metilo, etilo, n-propilo, i-propilo y n-butilo. Los 10 
ejemplos de grupos alquenilo incluyen grupos alquenilo C2-4 tales como -CH=CH2 y -CH2CH=CH2. 
 
El término “tratamiento” incluye profiláctico así como tratamiento terapéutico. 
 
Leyenda de las figuras 15 
 
Figura 1: estructuras de compuesto y sistema de numeración de sangliferina A 
 
Figura 2: 1H-RMN de compuesto 14 
 20 
Figura 3: 1H-RMN de compuesto 15 
 
Figura 4: 1H-RMN de compuesto 16 
 
Figura 5: 1H-RMN de compuesto 17 25 
 
Figura 6: 1H-RMN de compuesto 18 
 
Figura 7: 1H-RMN de compuesto 19 
 30 
Figura 8: 1H-RMN de compuesto 20 
 
Descripción de la invención 
 
La presente invención proporciona un procedimiento para la preparación de análogos de sangliferina mutasintéticos, 35 
tal como se estableció anteriormente. Los compuestos pueden usarse en medicina. 
 
En una realización, el compuesto es un aducto de metanol del mismo en el que un cetal se forma mediante la 
combinación de los grupos ceto C-53 e hidroxilo C-15 y metanol. En otra realización no se forma. 
 40 
En determinadas realizaciones un átomo de carbono del grupo alquilo C1-10 (por ejemplo grupo C1-6 alquilo) en el que 
uno o más de R1, R2, R3, R4 y R5 pueden estar presentes, se reemplaza por un heteroátomo. 
 
Si -CH3 se reemplaza por N, el grupo formado es -NH2. Si -CH2- se reemplaza por N, el grupo formado es -NH-. Si –
CHR se reemplaza por N el grupo formado es -NR-. Por tanto, los átomos de nitrógeno dentro de R1, R2, R3, R4 y R5 45 
pueden ser átomos de nitrógeno primarios, secundarios o terciarios. 
 
Si -CH3 se reemplaza por O, el grupo formado es -OH. 
 
Cuando un átomo de carbono del grupo alquilo C1-10 (por ejemplo grupo alquilo C1-6), que pueden representar uno o 50 
más de R1, R2, R3, R4 y R5, se reemplaza por un heteroátomo, puede reemplazarse adecuadamente por O, S o N, 
especialmente N u O particularmente O. 
 
Cuando uno cualquiera de R1, R2, R3, R4 y R5 contiene un grupo S(O)p, la variable p representa adecuadamente 0 ó 
1. En una realización p representa 0. En otra realización p representa 1. En otra realización p representa 2. 55 
 
Cuando un grupo alquilo C1-10 (por ejemplo grupo alquilo C1-6), que pueden representar uno o más de R1, R2, R3, R4 
y R5, contiene más de un heteroátomo, estos podrían normalmente estar separados por dos o más átomos de 
carbono. 
 60 
De manera adecuada, un átomo de carbono de un grupo alquilo C1-10 (por ejemplo grupo alquilo C1-6) que pueden 
representar uno o más de R1, R2, R3, R4 y R5, no se reemplaza por un heteroátomo o de otro modo representa OH o 
NH2. 
 
Cuando un átomo de carbono del grupo alquilo C1-10 (por ejemplo grupo alquilo C1-6) que pueden representar uno o 65 
más de R1, R2, R3, R4 y R5, se reemplaza por un carbonilo, el carbonilo se ubica adecuadamente adyacente a otro 
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átomo de carbono o un átomo de nitrógeno. De manera adecuada, los grupos carbono no se ubican adyacentes a 
átomos de azufre u oxígeno. 
 
Por ejemplo, uno o más de R1, R2, R3, R4 y R5 pueden representar alquilo-COC1-3, por ejemplo -COMe. 
 5 
De manera adecuada, un átomo de carbono del grupo alquilo C1-10 (por ejemplo alquilo C1-6) que pueden representar 
uno o más de R1, R2, R3, R4 y R5, no se reemplaza por un carbonilo. 
 
El grupo alquilo C1-10 (por ejemplo grupo alquilo C1-6) que pueden representar uno o más de R1, R2, R3, R4 y R5, 
puede sustituirse por uno o más átomos de halógeno. Por ejemplo, uno o más de R1, R2, R3, R4 y R5 pueden 10 
representar -CF3. Alternativamente uno o más de R1, R2, R3, R4 y R5 pueden representar alquilo C1-10 (por ejemplo, 
alquilo C1-6) sustituido por uno o más (por ejemplo, uno) átomos de Cl o F (por ejemplo -CH2CH2Cl). 
 
De manera adecuada un grupo alquilo C1-10 (por ejemplo grupo alquilo C1-6) de R1, R2, R3, R4 o R5 no se sustituye 
por halógeno. 15 
 
Cuando uno o más de los grupos R1, R2, R3, R4 y R5 representan un grupo alquilo C1-10 (por ejemplo grupo alquilo 
C1-6) de manera adecuada el/los grupo(s) representa(n) alquilo C1-4 (por ejemplo alquilo C1-2 tal como metilo). 
 
En una realización, uno o más de R1, R2, R3, R4 y R5 representan alquilo C1-6 (tal como alquilo C1-2) o alquenilo C2-3 20 
por ejemplo uno o más de R1, R2, R3, R4 y R5 representan metilo. 
 
De manera adecuada R1 representa H, F, Cl, CF3, OH o alquilo C1-6 (por ejemplo metilo). De la manera más 
adecuada, R1 representa H o F, especialmente H. 
 25 
De manera adecuada R2 representa H, F, Cl, CF3, OH, NH2 o alquilo C1-6 (por ejemplo metilo). De manera más 
adecuada, R2 representa H, F, OH o NH2, especialmente OH. 
 
De manera adecuada R3 representa H, F, Cl, CF3, OH o alquilo C1-6 (por ejemplo metilo). De manera más adecuada, 
R3 representa H, Me o F. R3 también puede representar etilo. 30 
 
De manera adecuada R4 representa H, F, Cl, CF3, OH o alquilo C1-6 (por ejemplo metilo). De manera más adecuada, 
R4 representa H o F. 
 
De manera adecuada R5 representa H, F, Cl, CF3, OH o alquilo C1-6 (por ejemplo metilo). De manera más adecuada, 35 
R5 representa H o F 
 
De manera adecuada uno o más, de manera más adecuada dos o más (por ejemplo tres o más) de R1, R2, R3, R4 o 
R5 no representan H. 
 40 
De manera adecuada uno o más, por ejemplo dos o más de R1, R2, R3, R4 o R5 representan F. 
 
De manera adecuada R3 o R4 o R3 y R4 representan F. En otra realización R1 y R3 representan F. 
 
En una realización X1 representa N (por tanto R1 está ausente). En otra realización más preferible X1 representa C. 45 
 
De manera adecuada X2 representa C. 
 
De manera adecuada X3 representa C. 
 50 
De manera adecuada X4 representa C. 
 
De manera adecuada X5 representa C. 
 
En una realización, el compuesto preparado según la invención es un compuesto de fórmula (I). En otra realización 55 
el compuesto es un compuesto de fórmula (II). 
 
En una realización adecuada de la invención, R1 representa H, R2 representa OH, R3 representa H, R4 representa F, 
R5 representa H y X1, X2, X3, X4 y X5 representan C tal como se representa por la siguiente estructura: 
 60 
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En una realización adecuada de la invención, R1 representa H, R2 representa OH, R3 representa F, R4 representa F, 
R5 representa H y X1, X2, X3, X4 y X5 representan C tal como se representa por la siguiente estructura: 
 5 

 
 
En una realización adecuada de la invención, R1 representa H, R2 representa OH, R3 representa F, R4 representa H, 
R5 representa H y X1, X2, X3, X4 y X5 representan C tal como se representa por la siguiente estructura: 
 10 
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En una realización adecuada de la invención, R1 representa H, R2 representa OH, R3 representa Me, R4 representa 
H, R5 representa H y X1, X2, X3, X4 y X5 representan C tal como se representa por la siguiente estructura: 
 

 
 5 
En una realización adecuada de la invención, R1 representa H, R2 representa H, R3 representa H, R4 representa H, 
R5 representa H y X1, X2, X3, X4 y X5 representan C tal como se representa por la siguiente estructura: 
 

 
 10 
En una realización adecuada de la invención, R1 representa H, R2 representa NH2, R3 representa H, R4 representa 
H, R5 representa H y X1, X2, X3, X4 y X5 representan C tal como se representa por la siguiente estructura: 
 

 
 15 
En una realización adecuada de la invención, R1 representa H, R2 representa F, R3 representa H, R4 representa H, 
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R5 representa H y X1, X2, X3, X4 y X5 representan C tal como se representa por la siguiente estructura: 
 

 
 
En una realización adecuada de la invención, R1 representa H, R2 representa OH, R3 representa H, R4 representa F, 5 
R5 representa H, X1 representa N y X2, X3, X4 y X5 representan C tal como se representa por la siguiente estructura: 
 

 
 
que también puede representarse como: 10 
 

 
 
En una realización adecuada de la invención, R1 representa H, R2 representa OH, R3 representa H, R4 representa F, 
R5 representa H y X1, X2, X3, X4 y X5 representan C tal como se representa por la siguiente estructura: 15 
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16 

 

 
 
En una realización adecuada de la invención, R1 representa H, R2 representa OH, R3 representa F, R4 representa F, 
R5 representa H y X1, X2, X3, X4 y X5 representan C tal como se representa por la siguiente estructura: 5 
 

 
 
En una realización adecuada de la invención, R1 representa H, R2 representa OH, R3 representa F, R4 representa H, 
R5 representa H y X1, X2, X3, X4 y X5 representan C tal como se representa por la siguiente estructura: 10 
 

E11808295
21-12-2018ES 2 703 433 T3

 



17 

 
 
En una realización adecuada de la invención, R1 representa H, R2 representa OH, R3 representa Me, R4 representa 
H, R5 representa H y X1, X2, X3, X4 y X5 representan C tal como se representa por la siguiente estructura: 
 5 

 
 
En una realización adecuada de la invención, R1 representa H, R2 representa H, R3 representa H, R4 representa H, 
R5 representa H y X1, X2, X3, X4 y X5 representan C tal como se representa por la siguiente estructura: 
 10 

 
 
En una realización adecuada de la invención, R1 representa H, R2 representa NH2, R3 representa H, R4 representa 
H, R5 representa H y X1, X2, X3, X4 y X5 representan C tal como se representa por la siguiente estructura: 
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En una realización adecuada de la invención, R1 representa H, R2 representa F, R3 representa H, R4 representa H, 
R5 representa H y X1, X2, X3, X4 y X5 representan C tal como se representa por la siguiente estructura: 5 
 

 
 
En una realización adecuada de la invención, R1 representa H, R2 representa OH, R3 representa Et, R4 representa H, 
R5 representa H y X1, X2, X3, X4 y X5 representan C tal como se representa por la siguiente estructura: 10 
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19 

 
 
En una realización adecuada de la invención, R1 representa F, R2 representa OH, R3 representa F, R4 representa H, 
R5 representa H y X1, X2, X3, X4 y X5 representan C tal como se representa por la siguiente estructura:  
 5 

 
 
En una realización adecuada de la invención, R1 representa H, R2 representa OH, R3 representa H, R4 representa F, 
R5 representa H, X1 representa N y X2, X3, X4 y X5 representan C tal como se representa por la siguiente estructura: 
 10 
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que también puede representarse como: 
 

 5 
 
El doble enlace en la posición C26,27 (como referencia a la estructura de sangliferina A) puede estar en la forma cis 
en lugar de la forma trans. 
 
En general, los compuestos preparados según la invención se preparan mediante mutasíntesis. 10 
 
En general, un procedimiento para preparar determinados compuestos de fórmula (I) o (II) o una sal 
farmacéuticamente aceptable del mismo comprende: 
 
• Inocular un caldo de fermentación con un cultivo de un productor de sangliferina (tal como Streptomyces sp. A92-15 
308110 (también conocido como DSM 9954) o más preferiblemente, un productor de sangliferina con el gen sfaA u 
homólogo de gen sfaA inactivado o delecionado; 
 
• Alimentar el caldo de fermentación con un análogo de meta-tirosina (tal como se muestra en la fórmula (III)) 
 20 
• Permitir que fermentación continúe hasta que se produzcan análogos de sangliferina 
 
• Extraer y aislar el análogo de sangliferina  
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Fórmula (III) 
 
en donde R7 representa H o un grupo formador de éster tal como un grupo alquilo, por ejemplo, alquilo C1-6 tal como 
Me. 
 5 
De manera adecuada, los grupos X1, X2, X3, X4, X5, R1, R2, R3, R4 y R5 en la fórmula (III) son tal como se definen 
para compuestos de fórmula (I) y (II). 
 
La alimentación puede ser racémica o la forma L de un compuesto de fórmula (III). 
 10 
Los compuestos de fórmula (III) o bien están comercialmente disponibles o bien se preparan mediante técnicas 
convencionales de química sintética orgánica. Una ruta genérica a los compuestos de fórmula (III) es tal como se 
muestra en el siguiente esquema 1: 
 

 15 
Esquema 1: a) acoplamiento de aldehído de fórmula (IV) con fragmento adecuado, por ejemplo 
(R7O)2P(O)CH(NHPG)CO2R7, b) hidrogenación y desprotección según sea necesario. PG = grupo protector. 
 
Los aldehídos de fórmula (IV) pueden estar comercialmente disponibles o sintetizarse fácilmente por un experto en 
la técnica. Puede necesitarse emplear química de protección y desprotección en la generación de compuestos de 20 
fórmula (III) a partir de compuestos de fórmula (IV). Estas técnicas las conoce un experto en la técnica y se 
describen grupos protectores adecuados en Greene’s Protective Groups in Organic Synthesis (Wuts y Greene, 4ª 
edición, 2007) 
 
Además de los métodos específicos y referencias proporcionadas en el presente documento, un experto en la 25 
técnica también pude consultar referencias de libros de texto convencionales para los métodos de síntesis, 
incluyendo, pero sin limitarse a Vogel’s Textbook of Practical Organic Chemistry (Furniss et al., 1989) y March’s 
Advanced Organic Chemistry (Smith y March, 2001). 
 
Un análogo de sangliferina mutasintética preparado según la invención puede administrarse solo o en combinación 30 
con otros agentes terapéuticos. La coadministración de dos (o más) agentes puede permitir menores dosis de cada 
uno que va a usarse, reduciendo de ese modo los efectos secundarios, puede conducir a potencia mejorada y por 
tanto mayor RVS, y una reducción en la resistencia. 
 
Por tanto, en una realización, el análogo de sangliferina mutasintética se coadministra con uno o más agentes 35 
terapéuticos para el tratamiento de infección por VHC, tomado de los tratamientos habituales. Este podría ser un 
interferón (por ejemplo pIFNα y/o ribavirina). 
 
En una realización alternativa, un análogo de sangliferina mutasintética se coadministra con uno o más de otros 
agentes antivirales, tales como STAT-C/DAA (agente específicamente dirigido para el tratamiento de VHC), que 40 
podría ser uno o más de los siguientes: inhibidores de polimerasa no nucleósidos (por ejemplo IDX375, VCH-222, BI 
207127, ANA598, VCH-916), inhibidores de polimerasa nucleósidos o nucleótidos (por ejemplo 2’-C-metilcitidina, 2’-
C-metiladenosina, R1479, PSI-6130, R7128, R1626), inhibidores de proteasa (por ejemplo BILN-2061, VX-950 
(Telaprevir), SCH503034 (Boceprevir), TMC435350, MK-7009, R7227/ITMN-191, EA-058, EA-063) o inhibidores de 
entrada viral (por ejemplo PRO 206). 45 
 
Las formulaciones pueden presentarse de manera conveniente en forma de dosificación unitaria y pueden 
prepararse mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de farmacia. Tales métodos incluyen la 
etapa de poner en asociación el principio activo (compuesto de la invención) con el portador que constituye uno o 
más componentes de accesorio. En general, las formulaciones se preparan poniendo en asociación de manera 50 
uniforme e íntima el principio activo con portadores líquidos o portadores finamente divididos o ambos, y entonces, si 
es necesario, conformar el producto. 
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Los compuestos preparados según la invención se administrarán normalmente por vía oral en forma de una 
formulación farmacéutica que comprende el principio activo, opcionalmente en forma de una sal de adición de ácido 
o base orgánico o inorgánico no tóxica, en una forma de dosificación farmacéuticamente aceptable. Según el 
trastorno y paciente a tratar, así como la vía de administración, las composiciones pueden administrarse a dosis 5 
variables. 
 
Por ejemplo, los compuestos preparados según la invención pueden administrarse por vía oral, bucal o sublingual en 
forma de comprimidos, cápsulas, óvulos, elixires, disoluciones o suspensiones, que pueden contener agentes 
saborizantes o colorantes, para aplicaciones de liberación inmediata, retardada o controlada. 10 
 
Tales comprimidos pueden contener excipientes tales como celulosa microcristalina, lactosa, citrato de sodio, 
carbonato de calcio, fosfato de calcio dibásico y glicina, disgregantes tales como almidón (preferiblemente almidón 
de maíz, patata o tapioca), glicolato de almidón de sodio, croscarmelosa sódica y determinados silicatos complejos, 
y aglutinantes de granulación tales como polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxipropilcelulosa 15 
(HPC), sacarosa, gelatina y acacia. Además, pueden incluirse agentes de lubricación tales como estearato de 
magnesio, ácido esteárico, behenato de glicerilo y talco. 
 
También pueden emplearse composiciones sólidas de un tipo similar como cargas en cápsulas de gelatina. Los 
excipientes preferidos a este respecto incluyen lactosa, almidón, una celulosa, azúcar de la leche o polietilenglicoles 20 
de alto peso molecular. Para suspensiones acuosas y/o elixires, los compuestos de la invención pueden combinarse 
con diversos agentes edulcorantes o saborizantes, materia colorante o tintes, con agentes emulsionantes y/o de 
suspensión y con diluyentes tales como agua, etanol, propilenglicol y glicerina, y combinaciones de los mismos. 
 
Un comprimido puede elaborarse mediante compresión o moldeo, opcionalmente con uno o más componentes de 25 
accesorio. Pueden prepararse comprimidos que se han comprimido mediante compresión en una máquina 
adecuada del principio activo en una forma que fluye libremente tal como un polvo o gránulos, opcionalmente 
mezclados con un aglutinante (por ejemplo povidona, gelatina, hidroxipropilmetilcelulosa), lubricante, diluyente 
inerte, conservante, disgregante (por ejemplo glicolato de almidón de sodio, povidona reticulada, 
carboximetilcelulosa de sodio reticulada), tensioactivo o agente dispersante. Pueden elaborarse comprimidos 30 
moldeados mediante moldeo en una máquina adecuada de una mezcla del compuesto en polvo hidratado con un 
diluyente líquido inerte. Los comprimidos pueden recubrirse o puntuarse opcionalmente y pueden formularse para 
proporcionar una liberación lenta o controlada del principio activo en los mismos usando, por ejemplo, 
hidroxipropilmetilcelulosa en proporciones variables para proporcionar el perfil de liberación deseado. 
 35 
Las formulaciones de compuestos preparados según la presente invención adecuadas para administración oral 
pueden presentarse como unidades discretas tales como cápsulas, obleas o comprimidos, conteniendo cada uno 
una cantidad predeterminada del principio activo; como un polvo o gránulos; como una disolución o una suspensión 
en un líquido acuoso o un líquido no acuoso; o como una emulsión líquida de aceite en agua o una emulsión líquida 
de agua en aceite. El principio activo también puede presentarse como un bolo, electuario o pasta. 40 
 
Debe entenderse que además de los componentes mencionados particularmente antes, las formulaciones de esta 
invención pueden incluir agentes convencionales en la técnica que tiene que ver con el tipo de formulación en 
cuestión, por ejemplo aquellos adecuados para administración oral pueden incluir agentes saborizantes. 
 45 
Ventajosamente, agentes tales como conservantes y agentes de tamponamiento pueden disolverse en el vehículo. 
Para potenciar la estabilidad, la composición puede congelarse después de introducirla en el vial y retirarse el agua 
a vacío. El polvo liofilizado seco se sella entonces en el vial y puede proporcionarse un vial acompañante de agua 
para inyección para reconstituir el líquido antes de su uso. La dosificación que va a administrarse de un compuesto 
de la invención variará según el compuesto particular, la enfermedad implicada, el sujeto y la naturaleza y gravedad 50 
de la enfermedad y el estado físico del sujeto, y la vía seleccionada de administración. La dosificación apropiada 
puede determinarse fácilmente por un experto en la técnica. 
 
Las composiciones pueden contener desde el 0,1% en peso, preferiblemente desde el 5-60%, más preferiblemente 
desde el 10-30% en peso, de un compuesto de invención, según el método de administración. 55 
 
Un experto en la técnica reconocerá que la cantidad y espaciado óptimos de dosificaciones individuales de un 
compuesto de la invención se determinarán por la naturaleza y el grado del estado que esté tratándose, la forma, vía 
y sitio de administración, y la edad y el estado del sujeto particular que está tratándose, y que en última instancia un 
médico determinará las dosificaciones apropiadas que van a usarse. Esta dosificación puede repetirse tan a menudo 60 
como sea apropiado. Si se desarrollan efectos secundarios, la cantidad y/o frecuencia de la dosificación puede 
alterarse o reducirse, según la práctica clínica normal. 
 
Aspectos adicionales de la divulgación incluyen: 
 65 
- Un compuesto preparado según la invención para su uso como producto farmacéutico; 

E11808295
21-12-2018ES 2 703 433 T3

 



23 

 
- Un compuesto preparado según la invención para su uso como producto farmacéutico para el tratamiento de 
infecciones virales (especialmente infecciones con virus de ARN) tales como infección por VHC o VIH, para su uso 
como un antiinflamatorio o para profilaxis de rechazo de trasplantes de órganos; 
 5 
- Una composición farmacéutica que comprende un compuesto preparado según la invención junto con un diluyente 
o portador farmacéuticamente aceptable; 
 
- Una composición farmacéutica que comprende un compuesto preparado según la invención junto con un diluyente 
o portador farmacéuticamente aceptable que comprende además un segundo o posterior principio activo, 10 
especialmente un principio activo indicado para el tratamiento de infecciones virales tales como infección por VHC o 
VIH, para su uso como un antiinflamatorio o para profilaxis de rechazo de trasplantes de órganos; 
 
- Un método de tratamiento de infecciones virales (especialmente infecciones con virus de ARN) tal como infección 
por VHC o VIH, para su uso como un antiinflamatorio o para profilaxis de rechazo de trasplantes de órganos que 15 
comprende administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto preparado según la 
invención; 
 
- Uso de un compuesto preparado según la invención para la fabricación de un medicamento para el tratamiento de 
infecciones virales tales como infección por VHC o VIH, para su uso como un antiinflamatorio o para profilaxis de 20 
rechazo de trasplantes de órganos. 
 
- Un procedimiento para producir una sangliferina mutasintética (tal como un compuesto de fórmula (I) o (II)) que 
comprende alimentar una bacteria que produce sangliferina, tal como una Streptomyces sp (por ejemplo, A92-
308110), un compuesto de fórmula (III) o una sal del mismo, y cultivar la bacteria de modo que se produce una 25 
sangliferina mutasintética. 
 
- Un procedimiento según el párrafo anterior en el que la bacteria que produce sangliferina es una Streptomyces sp 
en el que el gen sfaA u homólogo de gen sfaA se inactiva o deleciona. 
 30 
- Un procedimiento según los dos párrafos anteriores que comprende además la etapa de aislar la sangliferina 
mutasintética. 
 
Los compuestos nuevos de fórmula (III) (tales como los indicados en la tabla 1 y los ácidos y ésteres de cualquiera 
de los compuestos de fórmula (III) indicados en la tabla 1) y (IV) incluyendo sus sales y ésteres preparados según la 35 
invención, también forman un aspecto de la divulgación. 
 
Métodos generales 
 
Materiales y Métodos 40 
 
Cepas bacterianas y condiciones de cultivo 
 
El productor de sangliferina Streptomyces sp. A92-308110 (DSM n.º 9954, adquirido de DSMZ, Braunschweig, 
Alemania) también denominado BIOT-4253 y BIOT-4370 o sus derivados, tales como BIOT-4585 se mantienen 45 
sobre medio de agar de avena, MAM, ISP4 o ISP2 (véase a continuación) a 28ºC. 
 
Se obtuvo pKC1139, un plásmido lanzadera de Streptomyces-E. coli, del John Innes Centre, R.U., y se describe en 
Bierman et al., 1992 y Kieser et al., 2000. 
 50 
BIOT-4585 se hizo crecer sobre agar de avena a 28ºC durante 7-10 días. Se recogieron esporas de la superficie de 
la placa de agar en glicerol estéril al 20% p/v en agua destilada y se almacenaron en alícuotas de 0,5 ml a -80ºC. Se 
usó reserva de esporas congeladas para inocular medios de siembra SGS o SM25-3. El medio de siembra inoculado 
se incubó con agitación entre 200 y 300 rpm a una excentricidad de 5,0 o 2,5 cm a 27ºC durante 24 horas. El medio 
de fermentación SGP-2 o BT6 se inoculó con el 2,5%-10% del cultivo de siembra y se incubó con agitación entre 55 
200 y 300 rpm con una excentricidad de 5 ó 2,5 cm a 24ºC durante 4-5 días. Entonces se recogió el cultivo para 
extracción. 
 
Análogos de meta-tirosina 
 60 
Se adquirieron (2S)-2-amino-3-(6-hidroxilo(2-piridil))propanoato de metilo, éster metílico de L-3-aminofenilalanina, 
éster metílico de L-4-metil-meta-tirosina, éster metílico de L-4-fluoro-meta-tirosina y éster metílico de L-4,5-difluoro-
meta-tirosina de Netchem (EE.UU.). 
 
Se adquirieron DL-3-fluorofenilalanina y L-fenilalanina de Sigma (R.U.). 65 
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Se adquirió DL-meta-tirosina de Fluorochem (R.U.). 
 
Se adquirió L-meta-tirosina de Alfa Aesar (R.U.). 
 
Se sintetizaron DL-4-fluorometa-tirosina (8), DL-5-fluorometa-tirosina (9), 2-amino-3-(3-fluoro-5-5 
hidroxifenil)propanoato de metilo (10), 2-amino-3-(2-fluoro-5-hidroxifenil)propanoato de metilo (11), 2-amino-3-(2-
fluoro-3-hidroxifenil) propanoato de metilo (12) y 2-amino-3-(2,6-difluoro-3-hidroxifenil)propanoato de metilo (13) tal 
como sigue: 
 
DL-4-fluorometa-tirosina (8) 10 
 

 
 
A una disolución de 8-1 (3 g, 19,5 mmol) en DCM seco (150 ml) se le añadió gota a gota BBr3 (4 M en DCM, 14,6 ml, 
58,5 mmol) a -70ºC. Tras la adición, se agitó la mezcla de reacción a -20ºC durante 3 h, se añadió cuidadosamente 15 
agua helada, y se extrajo con DCM. Se lavaron las fases orgánicas con agua y salmuera, se secaron sobre Na2SO4, 
se filtraron y se concentraron. Se purificó el residuo mediante cromatografía ultrarrápida sobre sílice para dar el 
compuesto deseado 8-2. 
 
A una disolución de 8-2 (0,9 g, 6,4 mmol) en acetona (40 ml) se le añadió K2CO3 (2,2 g, 16 mmol) a temperatura 20 
ambiente. Se agitó la mezcla de reacción a temperatura ambiente durante la noche. Se añadió agua y se retiró la 
acetona a vacío, y entonces se extrajo con EtOAc, se lavaron las fases orgánicas con agua y salmuera, se secaron 
sobre Na2SO4, se filtraron y se concentraron. Se purificó el residuo mediante cromatografía ultrarrápida sobre sílice 
para dar el compuesto deseado 8-3. 
 25 
Se agitó una mezcla de 8-3 (1 g, 4,34 mmol), ácido hipúrico (860 mg, 4,80 mmol), NaOAc (400 mg) y AC2O (2,2 ml) 
a 80ºC durante 2 h. Se enfrió la mezcla de reacción amarilla y se añadió EtOH frío (10 ml), se enfrió la mezcla en un 
baño de hielo durante 15 min y entonces se vertió en 30 ml de agua helada, se enfrió y se recogió el producto 
mediante filtración. Se secó el sólido a vacío para dar 8-4. 
 30 
Se agitó una disolución de 8-4 (300 mg, 0,8 mmol) y NaOAc (71 mg, 0,87 mmol) en MeOH (50 ml) a temperatura 
ambiente durante la noche. Se retiró el disolvente mediante evaporación rotatoria y se disolvió el residuo en 50 ml de 
EtOAc, se lavó la disolución de EtOAc dos veces con agua y se concentró para dar 8-5. 
 
Se hidrogenó una disolución de 8-5 (360 mg, 0,89 mmol) en MeOH (50 ml) sobre Pd/C al 10% (77 mg) a presión 35 
normal durante 20 h. Tras la retirada del catalizador mediante filtración, se evaporó el disolvente para dar el producto 
8-6. 
 
Se sometió a reflujo una disolución de 8-6 (210 mg) en HCl 3 N (10 ml) durante 24 h. Se concentró la disolución 
hasta sequedad y se purificó el residuo mediante CombiFlash inversa para dar el producto objetivo 8. 40 
 
DL-5-fluorometa-tirosina (9) y 2-amino-3-(3-fluoro-5-hidroxifenil)propanoato de metilo (10) 
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A una disolución de 9-1 (20 g, 97,55 mmol) en tetrahidrofurano (100 ml) se le añadió gota a gota n-butil-litio (43 ml, 
2,5 M, 107,3 mmol) a -78ºC. Se agitó durante 30 minutos y se añadió N,N-dimetilformamida (15,1 ml, 195,1 mmol) a 
esta temperatura. Se agitó durante otros 30 minutos y se retiró el baño helado. Tras 1 hora, se extinguió la reacción 5 
con cloruro de amonio acuoso saturado. Se lavó la fase orgánica con agua y cloruro de sodio acuoso saturado, se 
secó (sulfato de sodio), se filtró y se concentró. Se purificó el residuo mediante cromatografía sobre sílice para dar 9-
2. 
 
A una disolución de 9-2 (6 g, 38,9 mmol) en DCM seco (200 ml) se le añadió gota a gota BBr3 (4 M en DCM, 30 ml, 10 
116,8 mmol) a -70ºC. Tras la adición, se agitó la mezcla de reacción a -20ºC durante 3 horas, se añadió 
cuidadosamente agua helada, y se extrajo con DCM. Se lavaron las fases orgánicas con agua y salmuera, se 
secaron sobre Na2SO4, se filtraron y se concentraron. Se purificó el residuo mediante cromatografía ultrarrápida 
sobre sílice para dar el compuesto deseado 9-3. 
 15 
A una disolución de 2-(benciloxicarbonilamino)-2-(dimetoxifosforil)acetato de metilo (4,64 g, 14 mmol) en DCM 
(150 ml) se le añadió DBU (4,26 g, 28 mmol) a temperatura ambiente. Tras 10 min, se añadió 9-3 (1,95 g, 14 mmol) 
y se agitó la mezcla resultante a temperatura ambiente durante la noche. Se diluyó la disolución con EtOAc (150 ml), 
se separó y se lavó la fase orgánica con HCl 1 N, se secó sobre Na2SO4, se filtró y se concentró. Se purificó el 
residuo mediante cromatografía ultrarrápida sobre sílice para dar 9-4. 20 
 
Se hidrogenó una disolución de 9-4 (1 g) en MeOH (20 ml) sobre 200 mg de Pd/C al 10% a presión normal durante 
la noche. Tras la retirada del catalizador mediante filtración, se evaporó el disolvente para dar 10. 
 
A una disolución de 10 (300 mg, 1,4 mmol) en EtOH (30 ml) se le añadió NaOH ac. (2 N, 4 ml), se agitó la reacción a 25 
temperatura ambiente durante 30 minutos. Se retiró el disolvente y se neutralizó el residuo a pH=6 con HCl 2 N y se 
recogieron los cristales blancos que se formaron mediante filtración para dar el compuesto objetivo 9. 
 
2-Amino-3-(2-fluoro-5-hidroxifenil)propanoato de metilo (11) 
 30 
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A una disolución del compuesto 11-1 (1,4 g, 9 mmol) en 50 ml de DCM se añadió gota a gota BBr3 (4M en DCM, 
3,6 ml, 13,5 mmol) a -78ºC. Tras la adición, se agitó la reacción a -20ºC durante 4 horas. Entonces se realizó adición 
lenta de hielo/agua, se separaron las fases, se lavaron las fases orgánicas con agua y salmuera, se secaron sobre 5 
Na2SO4 y se evaporaron hasta sequedad. Se usó el residuo para la siguiente etapa sin purificación adicional. 
 
A una disolución de 2-(benciloxicarbonilamino)-2-(dimetoxifosforil)acetato de metilo (3 g, 9 mmol) en 100 ml de DCM 
se le añadió DBU (2,8 g, 18 mmol) a temperatura ambiente, tras 10 min, se añadió el compuesto 11-2 (compuesto 
bruto de la última etapa), se agitó a temperatura ambiente durante 2 horas. Entonces se diluyó la disolución con 10 
DCM (50 ml), se lavó con HCl 1 N (20 ml), se secó sobre Na2SO4 y se evaporó hasta sequedad. Se purificó el 
residuo mediante cromatografía en gel de sílice (éter de petróleo/acetato de etilo=5/1) para dar 11-3. 
 
Se hidrogenó una mezcla del compuesto 11-3 (500 mg, 1,5 mmol) en MeOH (20 ml) sobre 50 mg de Pd/C al 10% a 
presión normal durante la noche. Tras la retirada del catalizador mediante filtración, se evaporó el disolvente para 15 
obtener el producto bruto, que se purificó mediante CombiFlash inversa para obtener 11 como un sólido blanco. 
 
2-Amino-3-(2-fluoro-3-hidroxifenil)propanoato de metilo (12) 
 

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

E11808295
21-12-2018ES 2 703 433 T3

 



27 

como un sólido blanco. 
 
2-Amino-3-(2,6-difluoro-3-hidroxifenil)propanoato de metilo (13) 
 

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

Componente (y proveedor) Receta  
Glucosa (Sigma, G7021) 7,50 g 
Glicerol (Fisher scientific, G/0650/25) 7,50 g 
extracto de levadura (Becton Dickinson, 212770) 1,35 g 
extracto de malta (Becton Dickinson, 218630) 3,75 g 
almidón de patata (soluble) (Sigma, S2004) 7,50 g 
NZ-amina A (Sigma, C0626) 2,50 g 
harina de soja tostada, Nutrisoy (ADM, 063-160) 2,50 g 
L-asparagina (Sigma, A0884) 1,00 g 
CaCO3 (Calcitec, V/40S) 0,05 g 

E11808295
21-12-2018ES 2 703 433 T3

 



28 

NaCl (Fisher scientific, S/3160/65) 0,05 g 
KH2PO4 (Sigma, P3786) 0,25 g 
K2HPO4 (Sigma, P5379) 0,50 g 
MgSO4.7H2O (Sigma, M7774) 0,10 g 
disolución B de elemento traza 1,00 ml 
agar 1,00 g 
Antiespuma SAG471 (GE Silicones, SAG471) *0,20 ml 
RO H2O hasta vol. final de **1,00 l 
se ajustó el pH de preesterilización a pH 7,0 con NaOH 10 M /H2SO4 10 M 
se esterilizó calentando a 121ºC, 20-30 min (autoclave) 
Notas 

 
*antiespuma usada únicamente en fermentadores de siembra, NO matraces de siembra 
 
**volumen final ajustado para explicar por consiguiente el volumen de siembra 
 5 
Disolución B de elemento traza 
 

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

 
Medio de producción SGP2  
 10 

Componente  Receta  
harina de soja tostada (Nutrisoy) (ADM, 063-160) 20,00 g 
Glicerol (Fisher scientific, G/0650/25) 40,00 g 
tampón MES (Acros, 172595000) 19,52 g 
Antiespuma SAG471 (GE Silicones, SAG471) *0,20 ml 
RO H2O hasta vol. final de **1,00 l 
pH de preesterilización ajustado a pH 6,8 con NaOH 10 M 
esterilizado mediante calentamiento a 121ºC, 20-30 min (autoclave) 
Notas 

 
*volumen final ajustado para explicar por consiguiente el volumen de siembra 
 
**se usó antiespuma sólo en fermentadores no matraces 
 15 
Medio SM25-3 
 

Componente   
Glicerol (Fisher scientific, G/0650/25) 40 g 
Peptona de soja A3 SC (Organotechnie) 10 g 
Extracto de malta (Difco) 21 g 
hasta vol. final de 1 l 
pH de preesterilización no ajustado (es decir pH 7,0) 

 
Medio ISP4 
 20 

Componente   
Almidón soluble (Difco) 10 g 
K2HPO4 1 g 
MgSO4.7H2O 1 g 
NaCl 1 g 
(NH4)2SO4 2 g 
CaCO3 2 g 
Disolución de sales traza de ISP 1 ml 
Agar 20 g 
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hasta vol. final de 1 l 
 
Elaborar una pasta con el almidón en un volumen pequeño de agua fría y llevar a un volumen de 500 ml 
 
Añadir otros componentes a la disolución II en 500 ml de agua, el pH debe estar entre pH 7,0 y pH 7,4 (pH 7,3). 
Mezclar las dos disoluciones juntas y añadir agar 5 
 
Sales traza de ISP 
 

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

 
Almacenar a 4ºC 10 
 
Método de fermentación general 
 
Se descongelaron reservas de esporas crioconservadas de BIOT-4585 a temperatura ambiente. Se prepararon 
cultivos vegetativos (cultivos de siembra) transfiriendo 4,0 ml de reserva de esporas en 400 ml de medio SM25 en 15 
matraces Erlenmeyer de 2 l con tapón de espuma. Se llevó a cabo el cultivo durante 48 horas a 27ºC y 250 rpm 
(excentricidad de 5,0 cm). Del cultivo de siembra, se transfirieron 25 ml a 250 ml de medio de producción 
SGP2+5%HP20 en matraces Erlenmeyer de 2 l con tapón de espuma. Tras 24 h de cultivo a 24ºC y 250 rpm 
(excentricidad de 2,5 cm), se añadieron 2 ml de una disolución racémica 250 mM o enantioméricamente pura 125 
mM del precursor deseado en ácido clorhídrico 1 M y 2 ml de una disolución metanólica 250 mM de ácido DL-20 
piperazico a cada matraz de producción para dar una concentración final 1 mM de los enantiómeros individuales de 
los precursores. Se continuó el cultivo durante cuatro días adicionales a 24ºC y 250 rpm (excentricidad de 2,5 cm). 
 
Análisis de caldos de cultivo mediante CL-UV y CL-UV-EM 
 25 
Se añaden caldo de cultivo (1 ml) y acetato de etilo (1 ml) y se mezclan durante 15-30 min seguido por 
centrifugación durante 10 min. Se recogen 0,4 ml de la fase orgánica, se evaporan hasta sequedad y luego se 
redisuelven en 0,20 ml de acetonitrilo. 
 
Condiciones de HPLC: 30 
 
C18 Hyperclone BDS C18 Columna 3u, 4,6 mm x 150 mm 
 
Equipada con un cartucho de seguridad C18 analítico de Phenomenex (KJ0-4282) 
 35 
Temp. de columna a 50ºC 
 
Velocidad de flujo 1 ml/min 
 
Monitorizar UV a 240 nm 40 
 
Inyectar alícuota de 20 ul 
 
Gradiente de disolvente: 
 45 
0 min: el 55% de B 
 
1,0 min: el 55% de B 
 
6,5 min: el 100% de B 50 
 
10,0 min: el 100% de B 
 
10,05 min: el 55% de B 
 55 
13,0 min: el 55% de B 
 
El disolvente A es agua + ácido fórmico al 0,1% 
 
El disolvente B es acetonitrilo + ácido fórmico al 0,1% 60 
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En estas condiciones SfA eluye a 5,5 min 
 
En estas condiciones SfB eluye a 6,5 min 
 5 
Se realiza CL-EM en un sistema de HPLC integrado Agilent HP1100 en combinación con un espectrómetro de 
masas por electrospray Bruker Daltonics Esquire 3000+ que opera en modo iónico positivo usando la cromatografía 
y disolventes descritos anteriormente. 
 
Método de QC CL-EM 10 
 
Condiciones de HPLC: 
 
C18 Hyperclone BDS C18 Columna 3u, 4,6 mm x 150 mm 
 15 
Equipada con un cartucho de seguridad C18 analítico de Phenomenex (KJ0-4282) 
 
Temp. de columna a 50ºC 
 
Velocidad de flujo 1 ml/min 20 
 
Monitorizar UV a 210, 240 y 254 nm 
 
Gradiente de disolvente: 
 25 
0 min: el 10% de B 
 
2,0 min: el 10% de B 
 
15 min: el 100% de B 30 
 
17 min: el 100% de B 
 
17,05 min: el 10% de B 
 35 
20 min: el 10% de B 
 
El disolvente A es agua + ácido fórmico al 0,1% 
 
El disolvente B es acetonitrilo + ácido fórmico al 0,1% 40 
 
Condiciones de EM: 
 
EM opera en modo de conmutación (conmutando entre positivo y negativo), barrido desde 150 hasta 1500 uma. 
 45 
Análisis in vitro, método de CL-EM (por ejemplo para evaluación de estabilidad de microsoma) 
 
Usando un instrumento API-2000, API-4000 o UPLC 
 
Condiciones de HPLC: 50 
 
Para 15: ACQUITY UPLC BEH C18 (2,1 x 50 mm, 1,7 mm) 
 
Para cpds 5, 14, 16, 17, 18, 19 Ultimate XB-C18 (2,1 x 50 mm, 5 µm) 
 55 
Temp. de columna a 50ºC 
 
Velocidad de flujo 0,6 ml/min 
 
Gradiente de disolvente A1 (por ejemplo para cpd 15): 60 
 
0,2 min: el 20% de B 
 
0,6 min: el 95% de B 
 65 
1,1 min: el 95% de B 
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1,15 min: el 20% de B 
 
1,5 min: detener 
 5 
El disolvente A es H2O-FA al 0,025%- NH4OAC 1 mM 
 
El disolvente B es ACN-FA al 0,025%- NH4OAC 1 mM 
 
Gradiente de disolvente A2 (por ejemplo para cpds 5, 14, 16, 17, 18, 19): 10 
 
0,3 min: el 10% de B 
 
0,8 min: el 95% de B 
 15 
2,3 min: el 95% de B 
 
2,31 min: el 10% de B 
 
3,5 min: detener 20 
 
El disolvente A es H2O-FA al 0,1% 
 
El disolvente B es MeOH-FA al 0,1% 
 25 
modo de barrido negativo: 
 
configuración MRM: 
 

 transiciones [Da] 
21 1089,7 → 504,2 

 30 
modo de barrido positivo: 
 
configuración MRM: 
 

 transiciones [Da] 
5 1090,6 → 1054,6 
14 1108,9 → 1072,5 
15 1126,7 → 1090,0 
16 1108,8 → 1072,3 
17 1104,5 → 1068,5 
18 1074,6 → 1038,8 

 35 
Ensayo de replicón in vitro para la evaluación de la actividad antiviral de VHC 
 
La eficacia antiviral frente al VHC, genotipo 1 puede someterse a prueba tal como sigue: un día antes de la adición 
del artículo de prueba, se recogieron células Huh5.2, que contenían el genotipo 1b de VHC l389luc-ubi-neo/NS3-
3’/5,1 replicón (Vrolijk et al., 2003) y se subcultivaron en medio de crecimiento celular [DMEM (n.º de cat. 41965039) 40 
complementadas con FCS al 10%, el 1% de aminoácidos no esenciales (11140035), el 1% de 
penicilina/estreptomicina (15140148) y el 2% de Geneticin (10131027); Invitrogen] a una razón de 1,3-1,4 y hechas 
crecer durante 3-4 días en matraces de cultivo tisular de 75 ml (Techno Plastic Products), y se sembraron en medio 
de ensayo (DMEM, FCS al 10%, el 1% de aminoácidos no esenciales, el 1% de penicilina/estreptomicina) a una 
densidad de 6500 células/pocillo (100 ul/pocillo) en placas de microtitulación de cultivo tisular de 96 pocillos (Falcon, 45 
Beckton Dickinson para evaluación del efecto antimetabólico y CulturPlate, Perkin Elmer para evaluación del efecto 
antiviral). Las placas de microtitulación se incuban durante la noche (37ºC, el 5% de CO2, el 95-99% de humedad 
relativa), produciendo una monocapa celular no confluente. 
 
Se preparan series de dilución; se realiza cada serie de dilución al menos por duplicado. Tras la configuración del 50 
ensayo, las placas de microtitulación se incuban durante 72 horas (37ºC, el 5% de CO2, el 95-99% de humedad 
relativa). 
 
Para la evaluación de los efectos antimetabólicos, el medio de ensayo se aspira, se reemplaza con 75 ul de una 
disolución de MTS al 5% (Promega) en medio libre de fenol rojo y se incuba durante 1,5 horas (37ºC, el 5% de CO2, 55 
el 95-99% de humedad relativa). Se mide la absorbancia a una longitud de onda de 498 nm (Safire2, Tecan) y se 
convierten las densidades ópticas (valores de DO) en porcentaje de controles sin tratar. 
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Para la evaluación de efectos antivirales, se aspira el medio de ensayo y se lavan las monocapas celulares con 
PBS. El tampón de lavado se aspira, se añaden 25 ul de tampón Glo Lysis (n.º de cat. E2661, Promega) después de 
lo cual se permite que proceda la lisis durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se añaden 50 ul de 
sistema de ensayo de luciferasa (n.º de cat. E1501, Promega) y se cuantifica la señal de luminiscencia de luciferasa 5 
inmediatamente (1000 ms de tiempo de integración/pocillo, Safire2, Tecan). Las unidades de luminiscencia relativa 
se convierten en porcentaje de controles no tratados. 
 
La CE50 y CE90 (valores derivados de la curva de respuesta a la dosis) representan las concentraciones a las que se 
observaría, respectivamente, el 50% y el 90% de inhibición de replicación viral. La CC50 (valor derivado de la curva 10 
de respuesta a la dosis) representa la concentración a la que la actividad metabólica de las células se reduciría 
hasta el 50 % de la actividad metabólica de células no tratadas. El índice de selectividad (IS), indicativo de la 
ventana terapéutica del compuesto, se calcula como CC50/EC50. 
 
Se considera que una concentración de compuesto provoca un efecto antiviral genuino en el sistema de replicón de 15 
VHC cuando, a esa concentración particular, el efecto antirreplicón está por encima del 70% del valor umbral y no se 
observa más del 30% de reducción en la actividad metabólica. 
 
Para los resultados, véase el ejemplo 12. 
 20 
Ensayo de replicón in vitro para la evaluación de la actividad antiviral de VHC en los genotipos 1a y 2a 
 
Las células de replicón (replicones subgenómicos de genotipo 1a (H77) y 2a (JFH-1)) se hacen crecer en medios 
esenciales modificados de Dulbecco (DMEM), suero bovino fetal al 10% (FBS), penicilina-estreptomicina al 1% (pen-
estrep), glutamina al 1%, aminoácidos no esenciales al 1%, G418 250 mg/ml en un incubador del 5% de CO2 a 37ºC. 25 
Todos los reactivos de cultivo celular pueden adquirirse de Mediatech (Herndon, VA). 
 
Las células de replicón se tripsinizan y se siembran a 5 x 103 células por pocillo en placas de 96 pocillos con los 
medios anteriores sin G418. Al día siguiente, el medio de cultivo se reemplaza con compuestos que contienen 
DMEM diluidos en serie en presencia de FBS al 5%. El ensayo antiviral de replicón de VHC examina los efectos de 30 
compuestos en una serie de diluciones del compuesto. Brevemente, las células que contienen el replicón de VHC se 
siembran en placas de 96 pocillos. Se diluye en serie el artículo de prueba con DMEM más FBS al 5%. El 
compuesto diluido se aplica a pocillos apropiados en la placa. Tras 72 h de incubación a 37ºC, las células se 
procesan. El ARN intracelular de cada pocillo se extrae con un kit RNeasy 96 (Qiagen). El nivel de ARN de VHC se 
determina mediante un ensayo de PCR en tiempo real de transcriptasa inversa usando reactivos de mezcla maestra 35 
TaqMan® One-Step RT-PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA) y un sistema de detección de secuencia ABI 
Prism 7900 (Applied Biosystems) tal como se describió previamente (Vrolijk et al., 2003). Los efectos citotóxicos se 
miden con reactivos de control de ARN ribosómico TaqMan® (Applied Biosystems) como indicación de números 
celulares. La cantidad del ARN de VHC y el ARN ribosómico se usa entonces para derivar valores de CI50 aplicables 
(concentración que inhibe en replicación replicón en un 50%). 40 
 
Evaluación de metabolismo de microsoma (ensayo de estabilidad de microsoma) 
 
La velocidad del metabolismo en los microsomas puede someterse a prueba tal como sigue: 
 45 
Se diluyen microsomas de hígado de ratón o humano con tampón C (tampón fosfato de potasio 0,1 M, EDTA 1,0 
mM, pH 7,4) hasta una concentración de 2,5 mg/ml. Entonces se prepararon muestras de estabilidad microsomal 
añadiendo 50 ul de disolución con adiciones conocidas de compuesto 5 uM (0,5 ul de disolución madre de DMSO 10 
mM en 9,5 ul de ACN, añadido a 990 ul de tampón C) a 50 ml de disolución microsomal (2,5 mg/ml), 110 ul de 
tampón C y se mezcló bien. Todas las muestras se preincubaron durante aproximadamente 15 minutos a 37ºC. Tras 50 
esto, se inició la reacción añadiendo 40 ul de la disolución de NADPH (12,5 mM) con mezclado cuidadoso. Se 
retiraron alícuotas (40 ul) a 0, 15, 30, 45 y 60 minutos y se extinguieron con patrón interno que contenía ACN 
(120 ul). Se retiró la proteína mediante centrifugación (4000 rpm, 15 min) y se analizó la placa de muestra para 
determinar la concentración del compuesto por CL-EM/EM. Entonces se calcularon las semividas mediante métodos 
convencionales, comparando la concentración de analito con la cantidad presente originalmente. 55 
 
Para los resultados véase el ejemplo 13. 
 
Evaluación de la estabilidad de hepatocitos 
 60 
Se colocan hepatocitos crioconservados, previamente almacenados en nitrógeno líquido en un baño de agua con 
agitación a 37 ± 1ºC durante 2 min ± 15 sec. Entonces se añaden los hepatocitos a un volumen 10X de tampón 
bicarbonato de Krebs-Henseleit previamente calentado (KHB) (glucosa 2000 mg/l, sin carbonato de calcio y 
bicarbonato de sodio, Sigma), se mezclan cuidadosamente y se centrifugan a 500 rpm durante 3 minutos. Tras la 
centrifugación, el sobrenadante se retira cuidadosamente y se añade un volumen 10X de tampón de KHB calentado 65 
previamente para suspender el sedimento celular. Esto se mezcla cuidadosamente y se centrifuga a 500 rpm 
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durante 3 minutos. El sobrenadante se retira entonces y se descarta. La viabilidad celular y el rendimiento se 
determinan entonces mediante recuentos celulares, y estos valores se usan para generar suspensiones de 
hepatocitos humanos a la densidad de siembra apropiada (densidad de células viables = 2 x 106 células/ml). Se 
preparara una disolución de dosificación 2X en KHB calentado previamente (DMSO al 1%) (disolución con adiciones 
conocidas 200 uM: 20 ul de disolución madre de sustrato (10 mM) en 980 ul de DMSO, disolución de dosificación 5 
2X: 10 ul de disolución con adiciones conocidas 200 uM en 990 ml de KHB (2 uM tras la dilución). 
 
Se añaden 50 ul de disolución de dosificación 2X calentada previamente a los pocillos y se añaden 50 ul de 
disolución de hepatocitos calentada previamente (2 x 106 células/ml) y se inició el cronometraje. La placa se incuba 
entonces a 37ºC. Se añaden 100 ul de patrón interno que contiene acetonitrilo a cada uno de los pocillos tras la 10 
finalización del tiempo de incubación (0, 15, 30, 60 y 120 minutos), se mezcló cuidadosamente, y se añaden 50 ul de 
disolución de hepatocitos calentada previamente (2 x 106 células/ml). Al final de la incubación, se determina la 
viabilidad celular. Se centrifugan las muestras a 4000 rpm durante 15 minutos a 4ºC, se diluyen los sobrenadantes 2 
veces con agua ultrapura y se analizan los niveles de compuesto mediante CL-EM/EM. 
 15 
Evaluación de solubilidad en agua 
 
La solubilidad en agua puede someterse a prueba tal como sigue: se prepara una disolución madre 10 mM del 
análogo de sangliferina en DMSO al 100% a temperatura ambiente. Se elaboran alícuotas de 0,01 ml por triplicado 
hasta 0,5 ml con o bien disolución de PBS 0,1 M, pH 7,3 o bien DMSO al 100% en viales de ámbar. Se agitan las 20 
disoluciones 0,2 mM resultantes, a temperatura ambiente en un agitador IKA® vibrax VXR durante 6 h, seguido por 
transferencia de las disoluciones o suspensiones resultantes a tubos Eppendorf de 2 ml y centrifugación durante 30 
min a 13200 rpm. Entonces se analizan alícuotas del fluido de sobrenadante mediante el método de CL-EM tal como 
se describió anteriormente. 
 25 
Alternativamente, la solubilidad en PBS a pH 7,4 puede someterse a prueba tal como sigue: se genera una curva de 
calibración diluyendo los compuestos de prueba y compuestos de control a 40 uM, 16 uM, 4 uM, 1,6 uM, 0,4 uM, 
0,16 uM, 0,04 uM y 0,002 uM, con MeOH al 50% en H2O. Los puntos patrón se diluyen además 1:20 en MeOH:PBS 
1:1. Las concentraciones finales tras dilución 1:20 son 2000 nM, 800 nM, 200 nM, 80 nM, 20 nM, 8 nM, 2 nM y 1 nM. 
Los patrones se mezclan entonces con el mismo volumen (1:1) de patrón interno que contiene ACN 30 
(hidroximacrociclo, 6). Las muestras se centrifugan (5 min, 12000 rpm), luego se analizan mediante CL/EM. 
 

 Disolución 
(ul) 

MeOH/H2O 
(1: 1) (ul) 

 Disolución de 
trabajo (uM) 

Disolución 
(ul) 

MeOH/tampón 
(1:1) (ul) 

 Disolución 
final (nM) 

10 mM 10 240 → 400     
400 uM 50 450 → 40 20 380 → 2000 

20 480 → 16 20 380 → 800 
40 uM 50 450 → 4 20 380 → 200 
16 uM 50 450 → 1,6 20 380 → 80 
4 uM 50 450 → 0,4 20 380 → 20 
1,6 uM 50 450 → 0,16 20 380 → 8 
0,4 uM 50 450 → 0,04 20 380 → 2 
0,04 uM 50 950 → 0,002 20 380 → 1 

 
Se preparan los compuestos de prueba como disoluciones madre en DMSO a concentración 10 mM. Las 
disoluciones madre se diluyen por duplicado en PBS, pH 7,4 en tubos Eppendorf de 1,5 ml hasta una concentración 35 
objetivo de 100 uM con una concentración de DMSO final del 1% (por ejemplo, 4 ul de disolución madre de DMSO 
10 mM en 396 ul de tampón fosfato 100 mM). Los tubos de muestra se agitan entonces cuidadosamente durante 4 
horas a temperatura ambiente. Se centrifugan las muestras (10 min, 15000 rpm) para precipitar partículas no 
disueltas. Se transfieren los sobrenadantes a tubos nuevos y se diluyen (el factor de dilución para el artículo de 
prueba individual se confirma mediante el nivel de señal del compuesto en el instrumento analítico aplicado) con 40 
PBS. Entonces se mezclan muestras diluidas con el mismo volumen (1:1) de MeOH. Las muestras se mezclan 
finalmente con el mismo volumen (1:1) de patrón interno que contiene ACN (hidroximacrociclo, 6) para análisis de 
CL-EM/EM. 
 
Evaluación de la permeabilidad celular 45 
 
La permeabilidad celular puede someterse a prueba tal como sigue: el compuesto de prueba se disuelve a 10 mM 
en DMSO y entonces se diluye adicionalmente en tampón para producir una concentración de dosificación de 
10 mM final. El marcador de fluorescencia, Lucifer Yellow, también se incluye para monitorizar la integridad de 
membrana. Entonces se aplica el compuesto de prueba a la superficie apical de monocapas de células Caco-2 y se 50 
mide la permeación del compuesto en el compartimento basolateral. Esto se realiza en la dirección opuesta 
(basolateral a apical) para investigar el transporte activo. Se usa CL-EM/EM para cuantificar niveles de tanto los 
compuestos de prueba como control de patrón (tales como propanolol y acebutolol). 
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Evaluación in vivo de la farmacocinética 
 
También pueden usarse ensayos in vivo para medir la biodisponibilidad de un compuesto. Generalmente, un 
compuesto se administra a un animal de prueba (por ejemplo ratón o rata) tanto por vía intravenosa (i.v.) como oral 
(p.o.) y se toman muestras de sangre a intervalos regulares para examinar cómo varía la concentración en plasma 5 
del fármaco a lo largo del tiempo. El transcurso de tiempo de la concentración en plasma a lo largo del tiempo puede 
usarse para calcular la biodisponibilidad absoluta del compuesto como porcentaje usando modelos convencionales. 
Un ejemplo de un protocolo típico se describe a continuación. 
 
Se dosifican los ratones con 1, 10, o 100 mg/kg del compuesto de la invención o el compuesto original i.v. o p.o.. Se 10 
toman muestras de sangre a los 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 360, 420 y 2880 minutos y la concentración 
del compuesto de la invención o compuesto original en la muestra se determina por medio de HPLC. El transcurso 
de tiempo de las concentraciones en plasma puede usarse entonces para derivar parámetros clave tales como el 
área bajo la curva de concentración en plasma–tiempo (AUC – que es directamente proporcional a la cantidad total 
de fármaco inalterado que alcanza la circulación sistémica), la concentración de fármaco en plasma máxima (pico), 15 
el tiempo al que se produce la concentración de fármaco en plasma máxima (tiempo pico), los factores adicionales 
que se usan en la determinación precisa de biodisponibilidad incluyen: la semivida terminal del compuesto, 
aclaramiento corporal total, volumen estable de distribución y % de F. Estos parámetros se analizan entonces 
mediante métodos no compartimentales o compartimentales para dar un porcentaje de biodisponibilidad calculado, 
para un ejemplo de este tipo de método, véase Egorin et al. 2002, y las referencias en el mismo. 20 
 
Evaluación in vivo de la farmacocinética oral e intravenosa (método específico) 
 
Para detectar análogos de sangliferina, se analizó sangre completa. Se formulan compuestos en el 5% de etanol/el 
5% de Cremophor EL/el 90% de solución salina para administración tanto p.o. como i.v. Se les dosifica a grupos de 25 
3 ratones CD1 macho o bien 1 mg/kg i.v. o bien 10 mg/kg p.o. Se toman muestras de sangre (40 ul) por medio de la 
vena safena, antes de la dosis y a las 0,25, 0,5, 2, 8 y 24 horas, y se diluyen con una cantidad igual de dH2O y se 
ponen en hielo seco inmediatamente. Se almacenan las muestras a -70ºC hasta su análisis. Se determina 
concentración del compuesto de la invención o compuesto original en la muestra por medio de CLEM tal como 
sigue: se le añaden a 20 ul de muestra de sangre:H2O (1:1, v/v)/PK 20 ul de patrón interno (hidroximacrociclo, 6) a 30 
100 ng/ml, 20 ul de disolución de trabajo/MeOH y 150 ul de ACN, se agita con vórtex durante 1 minuto a 1500 rpm y 
se centrifuga a 12000 rpm durante 5 min. Entonces se inyecta el sobrenadante en CL-EM/EM. Se representa 
gráficamente el transcurso de tiempo de las concentraciones en sangre y se usa para calcular el área bajo la curva 
de concentración en sangre completa-tiempo (AUC, que es directamente proporcional a la cantidad total de fármaco 
sin cambios que alcanza la circulación sistémica). Se usan estos valores para generar la biodisponibilidad oral (F%) 35 
y otros parámetros PK cuando sea posible.  
 
Evaluación in vitro de la citotoxicidad 
 
Se hacen crecer células Huh-7 y HepG2 obtenidas de la ATCC en medio esencial modificado de Dulbecco (DMEM) 40 
que contenía suero bovino fetal (FBS) al 10%, penicilina-estreptomicina (pen.-estrep.) al 1% y glutamina al 1%; 
mientras que se hacen crecer células CEM (células de leucemia de células T humana obtenidas de la ATCC) en 
medio RPMI 1640 con FBS al 10%, pen.-estrep. al 1% y glutamina al 1%. Se aíslan PBMC humanas recientes de 
sangre completa obtenida de al menos dos donantes examinados normales. Brevemente, se sedimentan/lavan 
células de sangre periférica 2-3 veces mediante centrifugación a baja velocidad y resuspensión en PBS para 45 
eliminar plaquetas contaminantes. Entonces se diluyen las células sanguíneas lavadas 1:1 con solución salina 
tamponada con fosfato de Dulbecco (D-PBS) y se estratifican sobre 14 ml de medio de separación de linfocitos 
(LSM; Cellgrow de Mediatech, Inc.; densidad 1,078+/- 0,002 g/ml; n.º de cat. 85-072-CL) en un tubo de centrífuga de 
50 ml y se centrifugan durante 30 minutos a 600 X g. Se aspiran suavemente las PBMC en bandas de la superficie 
de contacto resultante y posteriormente se lavan 2X con PBS mediante centrifugación a baja velocidad. Tras el 50 
lavado final, se cuentan las células mediante exclusión de azul trípano y se resuspenden a 1 x 107 células/ml en 
RPMI 1640 complementado con suero bovino fetal al 15% (FBS), L-glutamina 2 mM, PHA-P 4 µg/ml. Se permite que 
las células se incuben durante 48-72 horas a 37ºC. Tras la incubación, se centrifugan las PBMC y se resuspenden 
en RPMI 1640 con FBS al 15%, L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 ug/ml, gentamicina 10 
ug/ml e IL-2 humana recombinante 20 U/ml. 55 
 
Se evalúa la citotoxicidad de los compuestos sometiendo a prueba concentraciones semilogarítmicas de cada 
compuesto por triplicado frente a las células descritas anteriormente. Un medio que contiene células solas sirvió 
como el control de células (CC). Se siembran células Huh-7 y HepG2 en placas de 96 pocillos a una concentración 
de 5 x 103 células por pocillo. El día siguiente, se aspira el medio, y se añaden 100 ul del medio correspondiente que 60 
contiene FBS al 5%. Se preparan diluciones de fármaco de prueba a una concentración 2X en tubos de 
microtitulación y se colocan 100 ul de cada concentración en pocillos apropiados en un formato convencional. Tras 
72 horas, se procesan las células para la evaluación de la citotoxicidad. 
 
Se diluyen PBMC en medio nuevo y se siembran en placa en los pocillos interiores de una microplaca de fondo 65 
redondo de 96 pocillos a 5 x 104 células/pocillo en un volumen de 100 ul. De manera similar, se siembran en placa 
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células CEM a 1 x 104 células/pocillo. Entonces, se añaden 100 ul de preparaciones 2X de los fármacos de prueba 
en pocillos apropiados en un formato convencional. Se mantienen los cultivos durante de seis a siete días y luego se 
procesan para la determinación de la citotoxicidad. 
 
Se determina la citotoxicidad usando el kit de ensayo de integridad de membranas homogéneo CytoTox-ONE™ 5 
(Promega). El ensayo mide la liberación de lactato deshidrogenasa (LDH) a partir de células con membranas 
dañadas en un formato fluorométrico, homogéneo. Se mide la LDH liberada al medio de cultivo con un ensayo 
enzimático acoplado que da como resultado la conversión de resazurina en un producto de resorufina fluorescente. 
La cantidad de fluorescencia producida es proporcional al número de células lisadas. Se aplican seis 
concentraciones diluidas en serie de cada compuesto a las células para calcular cuando sea aplicable los valores de 10 
TC50 (concentración tóxica del fármaco que disminuye la viabilidad celular en un 50%) y TC90 (concentración tóxica 
del fármaco que disminuye la viabilidad celular en un 90%). 
 
Evaluación in vitro de la inhibición de los transportadores MDR1 y MRP2  
 15 
Para evaluar la inhibición y activación de los transportadores MDR1 (P-glicoproteína 1) y MRP2, puede usarse un 
ensayo de ATPasa in vitro de Solvo Biotechnology Inc. (Glavinas et al., 2003). Se incuban los compuestos (a 0,1, 1, 
10 y 100 uM) con vesículas de membrana con MDR1 o MRP2 tanto en ausencia como en presencia de vanadato 
para estudiar la posible activación de ATPasa. Además, se realizan incubaciones similares en presencia de 
verapamilo/sulfasalazina con el fin de detectar la posible inhibición de la actividad ATPasa del transportador. La 20 
actividad ATPasa se mide cuantificando el fosfato inorgánico espectrofotométricamente. Se calcula la activación a 
partir del aumento sensible a vanadato de la actividad ATPasa. Se determina la inhibición mediante la disminución 
en la actividad ATPasa mediada por verapamilo/sulfasalazina. 
 
Ejemplos 25 
 
Ejemplo 1 - Construcción de un mutante de deleción de sfaA de Streptomyces sp. A92-308110 (DSM9954) 
 
1.1 Construcción del constructo de deleción de sfaA  
 30 
Se cortó el fragmento de EcoRV-StuI de ∼7 kb del cósmido TL3006 (SEQ ID NO. 3) que abarca sfaA (posición de 
nucleótido 14396-21362, número de registro de secuencia de NCBI FJ809786) mediante digestión con EcoRV y StuI 
y se ligó directamente el fragmento aislado resultante en pKC1139 que se había digerido previamente con EcoRV y 
tratado con fosfatasa alcalina de camarón (Roche). Este plásmido se designó pSGK268. 
 35 
Se realizó una deleción en marco del gen sfaA contenido dentro de este clon usando el kit de recombinación Red/ET 
suministrado por Gene Bridges (número de catálogo K006). 
 
(SEQ ID NO. 1) SfaA17161f 5’-
CGCTCTGTGGCGCCTGGTTTCCAAGCGGCTCGCGGACCGGCACCGGCACATGCATAATTA 40 
ACCCTCACTAAAGGGCG-3’ (SEQ ID NO. 2) 
 
SfaA17825r 5’-TGGATGTATCGTCGCAGGACGCCCAGAATTCACCTGCGACGTCCYCCAGATGCATTAATAC 
GACTCACTATAGGGCTC-3’ 
 45 
Se usaron dos oligonucleótidos, SfaA17161f y SfaA17825r, para amplificar el marcador de neomicina del ADN de 
molde FRTPGK-gb2-neo-FRT suministrado en el kit usando ADN polimerasa KOD. Se aisló el producto amplificado 
de ∼1,7 kb resultante mediante electroforesis en gel y se purificó del gel con la resina QiaEX. 
 
Se transformó el plásmido pSGK268 en E. coli DH10B usando técnicas convencionales y se seleccionó en placas 50 
que contenían apramicina (50 µg/ml). Se realizó la introducción del constructo de deleción esencialmente siguiendo 
el protocolo del kit de Gene Bridges. Se hizo crecer una única colonia durante la noche en apramicina 2TY 
(50 ug/ml) y se transformó con el plásmido pRedET (tet) y se seleccionó sobre apramicina (50 ug/ml) y tetraciclina 
(3 ug/ml) a 30ºC. Se usó una única colonia para preparar un cultivo durante la noche de esta cepa en 3 ml de 
apramicina 2TY (50 ug/ml) y tetraciclina (3 µg/ml) a 30ºC. Se usaron 0,5 ml de este cultivo para inocular 10 ml de 55 
apramicina 2TY (50 ug/ml) y tetraciclina (3 ug/ml) at 30ºC y se hizo crecer hasta una DO600 nm ∼0,5. Se transfirieron 
1,4 ml de este cultivo a cada uno de 2 tubos eppendorf y se añadieron 50 ul de arabinosa al 10% a un tubo para 
inducir la expresión de las proteínas de recombinación Red/ET. Se agitaron los tubos durante ∼1 hora at 37ºC. Se 
sedimentaron las células inducidas y no inducidas en una centrífuga de sobremesa y se lavaron dos veces con agua 
estéril enfriada; resuspendiendo y centrifugando las células cada vez. Se resuspendieron los sedimentos resultantes 60 
en aproximadamente 30-40 ul de agua y se mantuvieron sobre hielo. Se añadió el fragmento de alteración de 1,7 kb 
previamente aislado a los tubos inducido y no inducido y se transfirió a electrocubetas Biorad de 1 mm sobre hielo. 
Se sometieron las muestras a electroporación (Biorad Micropulser a 1,8 kV, constante de tiempo resultante ∼4 ms) y 
se añadió 1 ml de 2TY (sin antibiótico) y se mezcló para retirar las células de la cubeta. Se incubaron las células 
durante ∼3 horas a 37ºC con agitación (1100 rpm, termomezcladora eppendorf compacta) antes de sembrar en 65 
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placa sobre placas de 2TY que contenían apramicina (50 ug/ml y kanamicina 25 ug/ml e incubando durante la noche 
a 37ºC). Se sembraron en estrías colonias de las muestras de placas inducidas sobre placas de 2TY que contenían 
kanamicina a 50 µg/ml para purificar y confirmar la introducción del casete de resistencia a kanamicina. Se usó PCR 
sobre colonias bacterianas individuales para confirmar la introducción del casete. Se prepararon plásmidos a partir 
de estos cultivos y se digirieron para confirmar el plásmido esperado pSGK270. Se digirieron entonces los plásmidos 5 
con NsiI para eliminar el fragmento de marcador, y volvió a ligarse el resto para producir el constructo de deleción en 
marco de sfaA pSGK271. 
 
1.2 Conjugación de Streptomyces sp. A92-308110 (DSM9954) e introducción de una deleción de sfaA  
 10 
Se transformó el plásmido pSGK271 en E. coli ET12567 pUZ8002 usando técnicas convencionales y se seleccionó 
sobre placas de 2TY que contenían apramicina (50 ug/ml), kanamicina (25 ug/ml) y cloranfenicol (10 µg/ml). Se 
inoculó la cepa resultante en 3 ml de 2TY líquido que contenía apramicina (50 ug/ml), kanamicina (25 ug/ml) y 
cloranfenicol (10 ug/ml) y se incubó durante la noche a 37ºC, 250 rpm. Se usaron 0,8 ml de este cultivo para inocular 
10 ml de 2TY líquido que contenía apramicina (50 ug/ml), kanamicina (25 ug/ml) y cloranfenicol (10 ug/ml) en un 15 
tubo Falcon de 50 ml y se incubaron a 37ºC 250 rpm hasta que se alcanzó una DO600 nm ∼0,5. Se centrifugó el 
cultivo resultante a 3500 rpm durante 10 minutos a 4ºC, se lavó dos veces con 10 ml de medio 2TY usando 
centrifugación para sedimentar las células tras cada lavado. Se resuspendió el sedimento resultante en 0,5 ml de 
2TY y se mantuvo sobre hielo hasta su uso. Se programó este procedimiento para que coincidiera con la 
preparación completa de esporas de Streptomyces descrita a continuación. 20 
 
Se recogieron esporas de Streptomyces sp. A92-308110 (DSM9954) (Biot-4370) a partir de una placa confluente de 
1-2 semanas de edad resuspendiendo en ∼3 ml de glicerol al 20%. Se centrifugaron las esporas (5000 rpm, 
10 minutos temperatura ambiente) y se lavaron dos veces con tampón TES 50 mM antes de resuspenderlas en 1 ml 
de tampón TES 50 mM y dividirlas entre tubos 2 eppendorf. Se trataron por choque térmico estos tubos a 50ºC 25 
durante 10 minutos en un baño de agua antes de añadir 0,5 ml de 2TY e incubar en una termomezcladora 
Eppendorf compacta a 37ºC durante 4-5 horas. 
 
Se mezclaron las E. coli ET12567 pUZ8002 pSGK271 y Biot-4370 preparadas a razones 1:1 (250 ul de cada cepa) y 
1:3 (100 ul de E. coli) y se propagaron inmediatamente sobre placas de R6 y se transfirieron a un incubador a 37ºC. 30 
Tras aproximadamente 2 horas de incubación, se recubrieron estas placas con 2 ml de agua estéril que contenía 
ácido nalidíxico para dar una concentración final en la placa de 25 ug/l. Se devolvieron las placas al incubador a 
37ºC durante la noche antes de recubrir con 2 ml de agua estéril que contenía apramicina para dar una 
concentración final en la placa de 20-25 ug/l. Se sembraron en parches colonias exconjugantes que aparecen tras 
∼4-7 días en medio ISP4 que contenía apramicina (25 ug/l) y ácido nalidíxico (25 ug/l) y se incubaron a 37ºC. Una 35 
vez que se observó un crecimiento micelial adecuado, volvieron a sembrarse en parches las cepas en medio ISP4 
que contenía (25 ug/l) a 37ºC y se permitió que esporularan. Entonces se subcultivaron las cepas tres veces (para 
promover la eliminación del plásmido sensible a la temperatura) sembrando en parches en ISP4 (sin antibiótico) e 
incubando a 37ºC durante 3-4 días. Finalmente se sembraron en parches las cepas en ISP4 y se incubaron a 28ºC 
para permitir la esporulación completa (5-7 días). Se recogieron las esporas y se diluyeron en serie sobre placas de 40 
ISP4 a 28ºC para permitir la selección de colonias individuales. Se sembraron en parches de manera doble colonias 
individuales esporuladas en placas de ISP4 con o sin apramicina (25 ug/l) para confirmar la pérdida de plásmido y se 
permitió que crecieran ∼ 7 días antes de someterlas a prueba para determinar la producción de sangliferinas. 
 
1.3 Examen de cepas para determinar la producción de sangliferinas en tubos Falcon  45 
 
Se usó un único tapón de agar de ∼7 mm de una cepa bien esporulada para inocular 7 ml de medio SM25-3 estéril y 
se incubó a 27ºC a 200 rpm en un agitador excéntrico de 2”. Tras 48 horas de crecimiento, se transfirieron 0,7 ml de 
este cultivo a un tubo Falcon esterilizado que contenía 7 ml de medio SGP2 con resina HP20 al 5%. Se hicieron 
crecer los cultivos a 24ºC 300 rpm en un incubador de agitación excéntrico de 1 pulgada durante 5 días antes de la 50 
recogida. Se retiraron 0,8 ml de cultivo bacteriano y se tomaron alícuotas en un tubo eppendorf de 2 ml garantizando 
una dispersión adecuada de la resina por todo el cultivo antes de tomar alícuotas. Se añadieron 0,8 ml de 
acetonitrilo y 15 ul de ácido fórmico y se mezcló el tubo durante aproximadamente 30 minutos. Se clarificó la mezcla 
mediante centrifugación y se retiraron 170 ul del extracto en un vial de HPLC y se analizaron mediante HPLC. 
 55 
1.4 Análisis de cepas para determinar la reversión al tipo natural o fenotipo de sfaA. 
 
Se analizaron extractos de cepas mediante HPLC. Las cepas que producían sangliferina A y B no se analizaron 
adicionalmente ya que habían revertido al tipo natural. Las cepas que carecían de producción de sangliferina A y B 
mostraron niveles pequeños (∼1-2 mg/l) de un tiempo de retención pico de 6,5 minutos que presentaba un 60 
cromóforo similar a sangliferina. El análisis mediante CLEM indicó que este pico tenía una m/z 1073, -16 unidades 
con respecto a la m/z esperada de sangliferina. Se postuló que este pico se debía a la incorporación de fenilalanina 
en ausencia de meta-hidroxitirosina. 
 
Posteriormente, volvieron a hacerse crecer ocho cepas que mostraban pérdida de producción de sangliferina para 65 
evaluar si la posible mutación de sfaA podría complementarse químicamente permitiendo un proceso mutasintético 
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para sangliferinas novedosas. Se hicieron crecer las cepas en medio simiente SM25-3 durante 48 horas antes de 
transferirlas al medio de producción SGP2 con el 5% de resina. Tras 24 horas adicionales de crecimiento, se 
alimentaron las cepas por triplicado con DL meta-hidroxitirosina 2 mM (adición de 100 ul de una disolución 0,16 M en 
HCl 1 M) o L-fenilalanina 2 mM con una cepa sin alimentar usada como control. Se alimentaron también las cepas 
con ácido pipecólico (2 mM) en metanol para potenciar los rendimientos de producto. Se recogieron las cepas tras 4 5 
días adicionales de crecimiento y se extrajeron y analizaron mediante HPLC. Se mostró que la metahidroxitirosina 
complementaba completamente la mutación de sfaA y la adición de L-fenilalanina aumentaba los niveles del 
compuesto de -16 uma. Se eligió la cepa Biot-4585 para su estudio adicional como mutante de deleción de sfaA. 
 
Ejemplo 2 - Otros métodos para la construcción del constructo de deleción de sfaA 10 
 
Pueden usarse otros métodos para generar mutantes de deleción de sfaA. Los ejemplos incluyen mutantes de 
inactivación por inserción de sfaA (tales como el ejemplo 12 del documento WO2010/034243 (cuyo contenido se 
incorpora en el presente documento como referencia en su totalidad)). Se generó esta cepa tal como se describe en 
el documento WO2010/034243, y se le dio a la cepa la designación BIOT-4452. 15 
 
En un procedimiento alternativo para generar la deleción de sfaA, se usan dos oligonucleótidos 15209F 5’-
CAGAGAATTCGCGGTACGGGGCGGACGACAAGGTGTC-3’ (SEQ ID NO. 4) y 17219R5’-
GCGCATGCATGTGCCGGTGCCGGTCCGCGAGCCGCTTGG-3’ (SEQ ID NO. 5) para amplificar una región de 
homología en el sentido de 5’ usando el cósmido TL3006 (SEQ ID NO. 3) como molde y ADN polimerasa KOD. El 20 
producto amplificado se trata con polinucleótido cinasa de T4 (NEB) y se clona en pUC18 que se ha desfosforilado 
mediante tratamiento con fosfatasa alcalina de camarón (Roche). Se comprueba el constructo resultante mediante 
digestión por restricción y se secuencia concienzudamente para garantizar que se genera la secuencia deseada y 
que no se han introducido errores durante la amplificación por la polimerasa. Se digirió este constructo con EcoRI y 
NsiI y se analizaron los productos mediante electroforesis en gel. Se corta del gel la banda que contenía la 25 
secuencia deseada (es decir, homología en el sentido de 5’ ∼2 kb) y se purifica usando procedimientos 
convencionales (resina QiaEX). Se usa una segunda serie de oligonucleótidos (SEQ ID NO. 6) 17766F 5’-
CCTCATGCATCTGGAGGACGTCGCAGGTGAATTCTGGGCG-3’ y 19763R 5’-
GGGCAAGCTTCTCCTGGCTGAGCTTGAACATCG-3’ (SEQ ID NO. 7) para amplificar una región de homología en 
el sentido de 3’ usando el cósmido TL3006 (SEQ ID NO. 3) como molde y ADN polimerasa KOD. Se trata el 30 
producto amplificado con polinucleótido cinasa de T4 (NEB) y se clona en pUC18 que se había desfosforilado 
mediante tratamiento con fosfatasa alcalina de camarón (Roche). Se analiza el constructo resultante mediante 
digestión por restricción y se secuencia concienzudamente para garantizar que se genera la secuencia deseada y 
que no se han introducido errores durante la amplificación por polimerasa. Se digiere este constructo con HindIII y 
NsiI y se analizan los productos mediante electroforesis en gel. Se corta del gel la banda que contiene la secuencia 35 
deseada (es decir, homología en el sentido de 3’ ∼2 kb) y se purifica usando procedimientos convencionales (resina 
QiaEX). Se digiere el vector pKC1139 con EcoRI y HindIII y se aísla el fragmento de vector grande mediante 
electroforesis en gel y se purifica mediante métodos convencionales (resina QiaEX). Se clonan entonces los 
fragmentos de homología en el sentido de 5’ y en el sentido de 3’ aislados en este fragmento de pKC1139 en una 
ligación de tres vías para generar el constructo de deleción de sfaA deseado. 40 
 
En un procedimiento alternativo adicional para la generación de un constructo de deleción de sfaA, se usa síntesis 
génica comercial (es decir, Genscript u otro proveedor) para generar un constructo que contiene la secuencia 
deseada (SEQ ID NO. 8). Este constructo adquirido se digiere usando BamHI y Xbal para cortar la secuencia de 
interés y los productos se analizan mediante electroforesis en gel. Se corta del gel la banda que contiene la 45 
secuencia deseada (∼4 kb) y se purifica usando procedimientos convencionales. Se digiere el vector pKC1139 con 
BamHI y Xbal y se aísla el fragmento grande aislado mediante electroforesis en gel y se purifica mediante métodos 
convencionales. Se ligan entonces entre sí los dos fragmentos aislados para generar el constructo de deleción de 
sfaA deseado. 
 50 
Se introducen estos constructos de deleción de sfaA alternativos en Streptomyces sp. A92-308110 (DSM9954) 
mediante conjugación usando los métodos en la sección de ejemplos 1.2. 
 
Ejemplo 3 - Alimentación de matriz del mutante de deleción de sfaA  
 55 
Se prepararon reservas de esporas de un mutante con sfaA alterado (BIOT-4452 o BIOT-4585) tras el crecimiento 
en medio MAM, ISP4, ISP3 o ISP2, y se conservaron en glicerol al 20% p/v en agua destilada y se almacenaron a 
-80ºC. Se prepararon cultivos vegetativos (cultivos simiente) inoculando la reserva de esporas (1% v/v) en 7 ml de 
medio simiente (medio SM25) en tubos de centrífuga de 50 ml con tapones de espuma. Se incubaron los tubos de 
cultivo a 27ºC, 250 rpm (excentricidad de 5 cm) durante 48 h. A partir del cultivo simiente, se transfirió el 10% (v/v) a 60 
7 ml de medio de producción SGP-2 en tubos de centrífuga de 50 ml con tampones de espuma. Se llevó a cabo el 
cultivo a 24ºC y 300 rpm (excentricidad de 2,5 cm). Para la producción de análogos mutasintéticos de sangliferina, 
se añadieron 0,05 ml de una disolución 0,32 M (en HCI 1 N) del compuesto de alimentación (mutasintón) a cada 
tubo a las 24 horas tras la inoculación para dar una concentración final de 2 mM. Adicionalmente, se añadieron 
0,05 ml de una disolución 0,32 M de ácido piperázico (en metanol) a cada tubo a las 24 horas para dar una 65 
concentración final de 2 mM. Se continuó el cultivo durante cuatro días adicionales tras la alimentación. 
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Se extrajeron muestras transfiriendo 0,8 ml del caldo completo a un tubo eppendorf tapado de 2 ml. Se añadieron 
0,8 ml de acetonitrilo, junto con 0,015 ml de ácido fórmico. Entonces se agitó la mezcla durante 30 minutos en un 
instrumento Vibrax. Entonces se centrifugó el tubo a 13000 rpm durante 10 minutos y se retiraron 0,15 ml del 
sobrenadante para el análisis. Se analizaron los extractos tal como se describe en los métodos generales. 5 
 
La tabla 1 muestra los mutasintones que se alimentaron de este modo, junto con los aductos de H+ y Na+ de CLEM, 
la masa molecular anticipada y el tiempo de retención de los productos mutasintéticos de sangliferina observados. 
Se muestran los picos principales, que se refieren a los análogos de sangliferina A. En todos los casos, también se 
observaron picos de CLEM para los análogos de sangliferina B (masa - 18). 10 
 
Tabla 1 
 

Alimentación de 
mutasintón 

Nombre del mutasintón [M-H]- 
observado 
(m/z) 

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

Masa 
molecular 
(uma) 

Tiempo de 
retención 
(minutos) 

 

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

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

 

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

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

 

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

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

 

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

1102,5 1126,7 1103,5 6,0 

 

Ácido 2-amino-3-(3-
fluorofenil)propanoico 

1090,4 1114,5 1091 6,1 

 

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

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

 

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

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

 

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

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

 

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

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

 

2-Amino-3-(4-etil-3-
hidroxifenil)propanoato de 
metilo 

1116,7 1141,0 1117,7 7,2 

 

2-Amino-3-(2,4-difluoro-3-
hidroxifenil)propanoato de 
metilo 

1124,7 1148,8 1125,7 6,0 

 
Ejemplo 4 - Aislamiento de 63-fluoro-sangliferina A, compuesto 14 15 
 
Se llevó a cabo la fermentación tal como se describe en los métodos generales utilizando 2-amino-3-(3-fluoro-5-
hidroxifenil)propanoato de metilo y ácido DL-piperázico como precursores, se añadieron ambos a las 26 horas. 
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Tras la recogida, se agruparon los caldos de cultivo y se ajustaron a aproximadamente pH 3 con ácido fórmico y se 
centrifugaron (3300 g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo clarificado. Se desechó el caldo 
clarificado tras el ensayo habiendo confirmado menos del 5% de compuesto objetivo presente. Se agitaron las 
células y la resina con 2 volúmenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador magnético. Se recuperó el 
extracto de acetonitrilo o bien mediante centrifugación o bien permitiendo que se asentara bajo la gravedad. 5 
Entonces se realizó una segunda extracción con acetonitrilo de las células y la resina en las mismas condiciones. Se 
concentraron los extractos de acetonitrilo combinados hasta un volumen acuoso residual a presión reducida y luego 
se ajustaron a pH 6. Se extrajo esto dos veces con acetato de etilo y se llevaron las fases orgánicas combinadas 
hasta sequedad a presión reducida para dar el producto en bruto final (1,3 g). 
 10 
Se disolvió el extracto en bruto (1,3 g) en acetato de etilo (2 ml) y se cargó sobre una columna de gel de sílice (10 x 
2 cm) condicionada con acetato de etilo (500 ml). Se eluyó la columna con acetato de etilo y luego con aumentos 
graduales de acetona (el 10%, el 20%, el 30%, etc. en acetato de etilo). Se recogieron fracciones de 
aproximadamente 250 ml y se identificó el compuesto objetivo mediante CL analítica, se combinaron y se llevaron 
hasta sequedad. Se disolvió este material (278 mg) en metanol (1,8 ml) y se purificó mediante HPLC preparativa. Se 15 
usó una columna A Waters Xterra MSC18 (10 micrómetros, 19 cm x 250 mm) con disolvente bombeado a 21 ml/min. 
El disolvente A era agua y el disolvente B era acetonitrilo. Se ejecutó la columna de manera isocrática al 50% de B 
durante 6 minutos tras la inyección seguido por un gradiente hasta el 100% de B a los 30 minutos. Se identificaron 
fracciones puras mediante HPLC-UV y se combinaron. Se llevaron estas fracciones hasta sequedad a presión 
reducida para producir el compuesto objetivo como un sólido amorfo blanquecino (20 mg). 20 
 
Ejemplo 5 - Aislamiento de 62,63-fluoro-sangliferina A, compuesto 15 
 
Se llevó a cabo la fermentación tal como se describe en los métodos generales utilizando (S)-2-amino-3-(3,4-
difluoro-5-hidroxifenil)propanoato de metilo y ácido DL-piperázico como precursores, se añadieron ambos a las 26 25 
horas. 
 
Tras la recogida, se agruparon los caldos de cultivo y se ajustaron a aproximadamente pH 3 con ácido fórmico y se 
centrifugaron (3300 g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo clarificado. Se desechó el caldo 
clarificado tras el ensayo habiendo confirmado menos del 5% de compuesto objetivo presente. Se agitaron las 30 
células y la resina con 2 volúmenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador magnético. Se recuperó el 
extracto de acetonitrilo o bien mediante centrifugación o bien permitiendo que se asentara bajo la gravedad. 
Entonces se realizó una segunda extracción con acetonitrilo de las células y la resina en las mismas condiciones. Se 
concentraron los extractos de acetonitrilo combinados hasta un volumen acuoso residual a presión reducida y luego 
se ajustaron a pH 6. Se extrajo esto dos veces con acetato de etilo y se llevaron las fases orgánicas combinadas 35 
hasta sequedad a presión reducida para dar el producto en bruto final (1,6 g). 
 
Se disolvió el extracto en bruto (1,6 g) en 2 ml de acetato de etilo y se cargó sobre una columna de gel de sílice (10 
x 2 cm) condicionada con 500 ml acetato de etilo. Se eluyó la columna con acetato de etilo y luego con aumentos 
graduales en acetona (el 10%, el 20%, el 30%, etc. en acetato de etilo). Se recogieron fracciones de 40 
aproximadamente 250 ml y se identificó el compuesto objetivo mediante CL analítica, se combinaron y se llevaron 
hasta sequedad. Se disolvió este material (188 mg) en 1,8 ml de metanol y se purificó mediante HPLC preparativa. 
Se usó una columna Waters Xterra MSC18 (10 micrómetros, 19 cm x 250 mm) con disolvente bombeado a 
21 ml/min. El disolvente A era agua y el disolvente B era acetonitrilo. Se ejecutó la columna de manera isocrática al 
50% de B durante 6 minutos tras la inyección seguido por un gradiente hasta el 100% de B a los 30 minutos. Se 45 
llevaron estas fracciones hasta sequedad a presión reducida para producir el compuesto objetivo como un sólido 
amorfo blanquecino (15 mg). 
 
Ejemplo 6 - Aislamiento de 62-fluoro-sangliferina A, compuesto 16 
 50 
Se emplearon (S)-2-amino-3-(4-fluoro-3-hidroxifenil)propanoato de metilo y ácido DL-piperázico como precursores. 
Se llevó a cabo según el método general con la excepción de que se añadieron los precursores a las 27 horas. 
 
Tras la recogida, se agruparon los caldos de cultivo y ajustaron a aproximadamente pH 3 con ácido fórmico y se 
centrifugaron (3300 g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo clarificado. Se desechó el caldo 55 
clarificado tras el ensayo habiendo confirmado menos del 5% de compuesto objetivo presente. Se agitaron las 
células y la resina con 2 volúmenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador magnético. Se recuperó el 
extracto de acetonitrilo o bien mediante centrifugación o bien permitiendo que se asentara bajo la gravedad. Se 
realizó entonces una segunda extracción con acetonitrilo de las células y la resina en las mismas condiciones. 
 60 
Se concentraron los extractos de acetonitrilo combinados hasta un volumen acuoso residual a presión reducida y 
luego se ajustaron a pH 6. Se extrajo esto dos veces con acetato de etilo y se llevaron las fases orgánicas 
combinadas hasta sequedad a presión reducida para dar el producto en bruto oleoso final (4,2 g). 
 
Se disolvió el extracto en bruto (4,2 g) en 4 ml de acetato de etilo y se cargó sobre una columna de gel de sílice (15 65 
x 2 cm) condicionada con 500 ml de acetato de etilo. Se eluyó la columna con acetato de etilo y luego con aumentos 
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graduales en acetona (el 10%, el 20%, el 30%, etc. en acetato de etilo). Se recogieron fracciones de 
aproximadamente 250 ml y se identificó el compuesto objetivo mediante CL analítica, se combinaron y se llevaron 
hasta sequedad. Se disolvió este material (390 mg) en 2,4 ml de metanol y se purificó mediante HPLC preparativa. 
Se usó una columna Waters Xterra MSC18 (10 micrómetros, 19 cm x 250 mm) con disolvente bombeado a 
21 ml/min. El disolvente A era agua y el disolvente B era acetonitrilo. Se ejecutó la columna de manera isocrática al 5 
50% de B durante 6 minutos tras la inyección seguido por un gradiente hasta el 100% de B a los 30 minutos. Se 
identificaron fracciones puras mediante HPLC-UV y se combinaron. Se llevaron estas fracciones hasta sequedad a 
presión reducida para producir el compuesto objetivo como un sólido amorfo blanquecino (38 mg). 
 
Ejemplo 7 - Aislamiento de 62-metil-sangliferina A, compuesto 17 10 
 
Se descongelaron reservas de esporas crioconservadas de BIOT-4585 a temperatura ambiente. Se prepararon 
cultivos vegetativos (cultivos simiente) transfiriendo 0,4 ml de reserva de esporas en 400 ml de medio SM25 en 
matraces Erlenmeyer de 2 l con tapón de espuma. Se llevó a cabo el cultivo durante 48 horas a 27ºC y 250 rpm 
(excentricidad de 2,5 cm). A partir del cultivo simiente, se transfirieron 20 ml a 400 ml de medio de producción SGP2 15 
+ HP20 al 5% en matraces Erlenmeyer de 2 l con tapón de espuma. Tras 24 horas de cultivo a 24ºC y 250 rpm 
(excentricidad de 2,5 cm), se añadieron 2 ml de una disolución 200 mM de (S)-2-amino-3-(3-hidroxi-4-
metilfenil)propanoato de metilo en ácido clorhídrico 1 M y se añadieron 2 ml de una disolución metanólica 400 mM 
de ácido DL-piperázico a cada matraz de producción para dar una concentración de 1 mM final de los enantiómeros 
individuales de los precursores. Se continuó el cultivo durante cuatro días adicionales a 24ºC y 250 rpm 20 
(excentricidad de 2,5 cm). 
 
Se agruparon los caldos de cultivo y se ajustaron a aproximadamente pH 3 con ácido fórmico y se centrifugaron 
(3300 g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo clarificado. Se desechó el caldo clarificado tras 
el ensayo habiendo confirmado menos del 5% de compuesto objetivo presente. Se agitaron las células y la resina 25 
con 2 volúmenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador de paletas superior. Se recuperó el extracto de 
acetonitrilo permitiendo que se asentara bajo la gravedad. Entonces se realizó una segunda extracción con 
acetonitrilo de las células y la resina en las mismas condiciones. Se concentraron los extractos de acetonitrilo 
combinados hasta un volumen acuoso residual a presión reducida y luego se ajustaron a pH 6. Se extrajo esto dos 
veces con acetato de etilo y se llevaron las fases orgánicas combinadas hasta sequedad a presión reducida para dar 30 
el extracto en bruto final (7,6 g). 
 
Se disolvió el extracto en bruto (7,6 g) en 5 ml acetato de etilo y se cargó sobre una columna de gel de sílice (15 x 
2 cm) condicionada con 500 ml de acetato de etilo. Se eluyó la columna con acetato de etilo y luego con aumentos 
graduales en acetona (el 10%, el 20%, el 30%, etc. en acetato de etilo). Se recogieron fracciones de 35 
aproximadamente 250 ml y se identificó el compuesto objetivo mediante CL analítica, se combinaron y se llevaron 
hasta sequedad. Se disolvió este material (319 mg) en 2,4 ml de metanol y se purificó mediante HPLC preparativa. 
Se usó una columna Waters Xterra MSC18 (10 micrómetros, 19 cm x 250 mm) con disolvente bombeado a 21 
ml/min. El disolvente A era agua y el disolvente B era acetonitrilo. Se ejecutó la columna de manera isocrática al 
50% de B durante 6 minutos tras la inyección seguido por un gradiente hasta el 100% de B a los 30 minutos. Se 40 
identificaron fracciones puras mediante HPLC-UV y se combinaron. Se llevaron estas fracciones hasta sequedad a 
presión reducida para producir el compuesto objetivo como un sólido amorfo blanquecino (14,9 mg). 
 
Ejemplo 8 - Aislamiento de 61-deshidroxi-sangliferina A, compuesto 18 
 45 
Se descongelaron reservas de esporas crioconservadas de BIOT-4585 a temperatura ambiente. Se prepararon 
cultivos vegetativos (cultivos simiente) transfiriendo 0,4 ml de reserva de esporas a 400 ml de medio SM25 en 
matraces Erlenmeyer de 2 l con tapón de espuma. Se llevó a cabo el cultivo durante 48 horas a 27ºC y 250 rpm 
(excentricidad de 2,5 cm). A partir del cultivo simiente, se transfirieron 500 ml a 4,5 l de medio de producción SGP2 + 
HP20 al 5% en un fermentador Applikon de 7 l y se cultivaron a 24ºC, 400 rpm (control de DOT en cascada), flujo de 50 
aire de 2,5 l/min y DOT al 30% (control de agitación en cascada). Tras 24 horas de cultivo, se añadieron 7,5 ml de 
una disolución 667 mM de ácido (S)-2-amino-3-fenilpropanoico en ácido clorhídrico 1 M al fermentador para dar una 
concentración de 1 mM final del precursor. Se continuó el cultivo durante cuatro días adicionales a 24ºC, 400 rpm 
(control de DOT en cascada), flujo de aire de 2,5 l/min y DOT al 30% (control de agitación en cascada). 
 55 
Se agruparon los caldos de cultivo y se ajustaron a aproximadamente pH 3 con ácido fórmico y se centrifugaron 
(3300 g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo clarificado. Se desechó el caldo clarificado tras 
el ensayo habiendo confirmado menos del 5% de compuesto objetivo presente. Se agitaron las células y la resina 
con 2 volúmenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador de paletas superior. Se recuperó el extracto de 
acetonitrilo permitiendo que se asentara bajo la gravedad. Entonces se realizó una segunda extracción con 60 
acetonitrilo de las células y la resina en las mismas condiciones, pero recuperándose el segundo extracto mediante 
centrifugación. Se concentraron los extractos de acetonitrilo combinados hasta un volumen acuoso residual a 
presión reducida y luego se ajustaron a pH 6. Se extrajo esto dos veces con acetato de etilo y se llevaron las fases 
orgánicas combinadas hasta sequedad a presión reducida para dar el producto en bruto final (55 g). 
 65 
Se suspendió el extracto en bruto (55 g) en metanol al 80% en agua y se extrajo con 300 ml de hexano dos veces. 
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Se encontró el compuesto objetivo en la parte de metanol/agua que se llevó hasta sequedad. Se disolvió este 
extracto secado (48 g) en 30 ml acetato de etilo y se cargó sobre una columna de gel de sílice (20 x 5 cm) 
condicionada con 1 l de acetato de etilo. Se eluyó la columna con acetato de etilo y luego con aumentos graduales 
en acetona (el 10%, el 20%, el 30%, etc. en acetato de etilo). Se recogieron fracciones de aproximadamente 250 ml 
y se identificó el compuesto objetivo mediante CL analítica, se combinaron y se llevaron hasta sequedad. Se disolvió 5 
este material (813 mg) en metanol y se purificó mediante HPLC preparativa. Se usó una columna Waters Xterra 
MSC18 (10 micrómetros, 19 cm x 250 mm) con disolvente bombeado a 21 ml/min. El disolvente A era agua y el 
disolvente B era acetonitrilo. Se ejecutó la columna de manera isocrática al 50% de B durante 6 minutos tras la 
inyección seguido por un gradiente hasta el 100% de B a los 30 minutos. Se identificaron fracciones puras mediante 
HPLC-UV y se combinaron. Se llevaron estas fracciones hasta sequedad a presión reducida para producir el 10 
compuesto objetivo como un sólido amorfo blanquecino (34 mg). 
 
Ejemplo 9 - Aislamiento de 58-des(3-hidroxifenil)-58-(3-hidroxilo(2-piridil)-sangliferina A, compuesto 19 
 
Se emplearon (2S)-2-amino-3-(3-hidroxilo(2-piridil))propanoato de metilo y ácido DL-piperázico como precursores. 15 
Se llevó a cabo según el método general con la excepción de que la excentricidad del incubador durante el cultivo 
vegetativo (simiente) era de 2,5 cm. 
 
Se agruparon los caldos de cultivo y se ajustaron a aproximadamente pH 3 con ácido fórmico y se centrifugaron 
(3300 g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo clarificado. Se desechó el caldo clarificado tras 20 
el ensayo habiendo confirmado menos del 5% de compuesto objetivo presente. Se agitaron las células y la resina 
con 2 volúmenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador de paletas superior. Se recuperó el extracto de 
acetonitrilo permitiendo que se asentara bajo la gravedad. Se realizó entonces una segunda extracción con 
acetonitrilo de las células y la resina en las mismas condiciones. Se concentraron los extractos de acetonitrilo 
combinados hasta un volumen acuoso residual a presión reducida y luego se ajustaron a pH 6. Se extrajo esto dos 25 
veces con acetato de etilo y se llevaron las fases orgánicas combinadas hasta sequedad a presión reducida para dar 
el extracto en bruto final (7 g). 
 
Se disolvió el extracto en bruto (7 g) en 4 ml de acetato de etilo y se cargó sobre una columna de gel de sílice (15 x 
2 cm) condicionada con 500 ml de acetato de etilo. Se eluyó la columna con acetato de etilo y luego con aumentos 30 
graduales en acetona (el 10%, el 20%, el 30%, etc. en acetato de etilo hasta el 100% de acetona, luego el 1% de 
metanol hasta el 5% de metanol gradual en acetona). Se recogieron fracciones de aproximadamente 250 ml y se 
identificó el compuesto objetivo mediante CL analítica, se combinaron y se llevaron hasta sequedad. Se disolvió este 
material (204 mg) en metanol y se purificó mediante HPLC preparativa. Se usó una columna Waters Xterra MSC18 
(10 micrómetros, 19 cm x 250 mm) con disolvente bombeado a 21 ml/min. El disolvente A era agua y el disolvente B 35 
era acetonitrilo. Se ejecutó la columna de manera isocrática al 50% de B durante 6 minutos tras la inyección seguido 
por un gradiente hasta el 100% de B a los 30 minutos. Se identificaron fracciones puras mediante HPLC-UV y se 
combinaron. Se llevaron estas fracciones hasta sequedad a presión reducida para producir el compuesto objetivo 
como un sólido amorfo blanquecino (4 mg). 
 40 
Ejemplo 10 - Aislamiento de 61-deshidroxi-61-fluoro-sangliferina A, compuesto 20 
 
Se descongelaron reservas de esporas crioconservadas de BIOT-4585 a temperatura ambiente. Se prepararon 
cultivos vegetativos (cultivos simiente) transfiriendo 0,4 ml de reserva de esporas a 400 ml de medio SM25 en 
matraces Erlenmeyer de 2 l con tapón de espuma. Se llevó a cabo el cultivo durante 48 horas a 27ºC y 250 rpm 45 
(excentricidad de 2,5 cm). A partir del cultivo simiente, se transfirieron 20 ml a 400 ml de medio de producción SGP2 
+ HP20 al 5% en matraces Erlenmeyer de 2 l con tapón de espuma. Tras 24 horas de cultivo a 24ºC y 250 rpm 
(excentricidad de 2,5 cm), se añadieron 2 ml de una disolución 400 mM de ácido 2-amino-3-(3-fluorofenil)propanoico 
en ácido clorhídrico 1 M y se añadieron 2 ml de una disolución metanólica 400 mM de ácido DL-piperázico a cada 
matraz de producción para dar una concentración de 1 mM final de los enantiómeros individuales de los precursores. 50 
Se continuó el cultivo durante cuatro días adicionales a 24ºC y 250 rpm (excentricidad de 2,5 cm). 
 
Se agruparon los caldos de cultivo y se ajustaron a aproximadamente pH 3 con ácido fórmico y se centrifugaron 
(3300 g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo clarificado. Se desechó el caldo clarificado tras 
el ensayo habiendo confirmado menos del 5% de compuesto objetivo presente. Se agitaron las células y la resina 55 
con 2 volúmenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador de paletas superior. Se recuperó el extracto de 
acetonitrilo permitiendo que se asentara bajo la gravedad. Se realizó entonces una segunda extracción con 
acetonitrilo de las células y la resina en las mismas condiciones. Se obtuvo un tercer extracto mediante 
centrifugación de la mezcla de células y resina residual. Se concentraron los extractos de acetonitrilo combinados 
hasta un volumen acuoso residual a presión reducida y luego se ajustaron a pH 6. Se extrajo esto dos veces con 60 
acetato de etilo y se llevaron las fases orgánicas combinadas hasta sequedad a presión reducida para dar el 
extracto en bruto final (10,5 g). 
 
Se disolvió el extracto en bruto (10,5 g) en 7 ml de acetato de etilo y se cargó sobre una columna de gel de sílice (15 
x 2 cm) condicionada con 500 ml de acetato de etilo. Se eluyó la columna con acetato de etilo y luego con aumentos 65 
graduales en acetona (el 10%, el 20%, el 30%, etc. en acetato de etilo). Se recogieron fracciones de 
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aproximadamente 250 ml y se identificó el compuesto objetivo mediante CL analítica, se combinaron y se llevaron 
hasta sequedad. Se disolvió este material (342 mg) en metanol y se purificó mediante HPLC preparativa. Se usó una 
columna Waters Xterra MSC18 (10 micrómetros, 19 cm x 250 mm) con disolvente bombeado a 21 ml/min. El 
disolvente A era agua y el disolvente B era acetonitrilo. Se ejecutó la columna de manera isocrática al 53% de B 
durante 30 minutos tras la inyección. Se identificaron fracciones puras mediante HPLC-UV y se combinaron. Se 5 
llevaron estas fracciones hasta sequedad a presión reducida para producir el compuesto objetivo como un sólido 
amorfo blanquecino (6 mg). 
 
Ejemplo 11 - Aislamiento de 61-deshidroxi-61-amino-sangliferina A, compuesto 21 
 10 
Se descongelaron reservas de esporas crioconservadas de BIOT-4585 a temperatura ambiente. Se prepararon 
cultivos vegetativos (cultivos simiente) transfiriendo 0,4 ml de reserva de esporas a 400 ml de medio SM25 en 
matraces Erlenmeyer de 2 l con tapón de espuma. Se llevó a cabo el cultivo durante 48 horas a 27ºC y 250 rpm 
(excentricidad de 2,5 cm). A partir del cultivo simiente, se transfirieron 20 ml a 400 ml de medio de producción SGP2 
+ HP20 al 5% en matraces Erlenmeyer de 2 l con tapón de espuma. Tras 24 horas de cultivo a 24ºC y 250 rpm 15 
(excentricidad de 2,5 cm), se añadieron 2 ml de una disolución 200 mM de (S)-2-amino-3-(3-aminofenil)propanoato 
de metilo en ácido clorhídrico 1 M a cada matraz de producción para dar una concentración de 1 mM final de los 
precursores. Se continuó el cultivo durante cuatro días adicionales a 24ºC y 250 rpm (excentricidad de 2,5 cm). 
 
Se agruparon los caldos de cultivo y se ajustaron a aproximadamente pH 3 con ácido fórmico y se centrifugaron a 20 
(3300 g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo clarificado. Se desechó el caldo clarificado tras 
el ensayo habiendo confirmado menos del 5% de compuesto objetivo presente. Se agitaron las células y la resina 
con 2 volúmenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador de paletas superior. Se recuperó el extracto de 
acetonitrilo permitiendo que se asentara bajo la gravedad. Se realizó entonces una segunda extracción con 
acetonitrilo de las células y la resina en las mismas condiciones. Se obtuvo un tercer extracto mediante 25 
centrifugación de la mezcla de células y resina residual.  
 
Se concentraron los extractos de acetonitrilo combinados hasta un volumen acuoso residual a presión reducida y 
luego se ajustaron a pH 6. Se extrajo esto dos veces con acetato de etilo y se llevaron las fases orgánicas 
combinadas hasta sequedad a presión reducida para dar el producto en bruto final. 30 
 
Se disolvió el extracto en bruto en acetato de etilo y se cargó sobre una columna de gel de sílice (condicionada con 
acetato de etilo). Se eluye la columna con disolvente orgánico con polaridad creciente. Se recogen fracciones de 
aproximadamente 250 ml y se identifica el compuesto objetivo mediante CL analítica, se combinan y se llevan hasta 
sequedad. Se disuelve este material en metanol y se purifica mediante HPLC preparativa. Se identifican fracciones 35 
puras mediante HPLC-UV y se combinan. Se llevan estas fracciones hasta sequedad a presión reducida para 
producir el compuesto objetivo como un sólido amorfo blanquecino. 
 
Ejemplo 12 - Datos biológicos - Evaluación in vitro de la actividad antiviral de VHC en el sistema de replicón 
 40 
Se analizaron los compuestos en el ensayo de replicón usando células Huh5.2 tal como se describe en los métodos 
generales. Se incluyeron ciclosporina A, 1, sangliferina A, 5 y el hidroximacrociclo, 6 como comparación. 
 

Nombre CE50 (µM) CC50 (µM) Índice de selectividad 
(CC50/CE50) 

Ciclosporina A, 1 0,2 4,3 21,5 

Sangliferina A, 5 0,318 9,1 28,7 

Hidroximacrociclo, 6 8,4 83,6 9,9 

14 0,135 12,8 121 

15 0,195 16,6 88 

16 0,89 29,7 32 

17 0,083 11,6 143 

18 3,4 11,7 3,5 

19 24,3 48,1 3,5 

 
Tal como puede observarse, 14, 15, 16 y 17 son todos muy potentes en el ensayo de replicón de Huh5.2 (tal como 45 
se muestra mediante la baja CE50), con buena selectividad frente a la línea celular (tal como se muestra mediante 
un alto índice de selectividad). La sangliferina A previamente descrita, 5, es menos potente que 14, 15 y 17 en la 
inhibición de VHC, y la ciclosporina A, 1 es menos potente y tanto 1 como 5 tienen peores índices de selectividad. 
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Ejemplo 13 - Estabilidad en microsomas 
 
Se analizó la estabilidad de los compuestos en microsomas de hígado de ratón y humano tal como se describe en 
los métodos generales. Se incluyó sangliferina A, 5 como comparación. 
 5 

Nombre Semivida en microsomas 
de hígado humano (min) 

Semivida en microsomas de 
hígado de ratón (min) 

Sangliferina A, 5 6,38 6,15 

14 9,32 9,78 

15 10,81 9,22 

16 6,61 5,48 

17 9,50 9,67 

18 7,64 3,46 

19 10,37 4,71 

 
Tal como puede observarse, los compuestos de la invención, 14, 15, 16, 17, 18 y 19 tienen todos una estabilidad 
aumentada en microsomas de hígado humano en comparación con sangliferina A (5) y 14, 15 y 17 son todos más 
estables en microsomas de hígado de ratón.  
 10 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
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<210> 2 
<211> 78 
<212> ADN 
<213> Artificial 5 
 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 2 10 

 
 
<210> 3 
<211> 46596 
<212> ADN 15 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cósmido 
 20 
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<210> 4 
<211> 37 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador 
 10 
<400> 4 
cagagaattc gcggtacggg gcggacgaca aggtgtc        37 
 
<210> 5 
<211> 39 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador 20 
 
<400> 5 
gcgcatgcat gtgccggtgc cggtccgcga gccgcttgg       39 
 
<210> 6 25 
<211> 40 
<212> ADN 
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<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador 
 5 
<400> 6 
cctcatgcat ctggaggacg tcgcaggtga attctgggcg       40 
 
<210> 7 
<211> 33 10 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador 15 
 
<400> 7 
gggcaagctt ctcctggctg agcttgaaca tcg        33 
 
<210> 8 20 
<211> 3994 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 25 
<223> Fragmento de ADN 
 
<400> 8 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Procedimiento para producir una sangliferina mutasintética que comprende alimentar una bacteria que 
produce sangliferina, que es una Streptomyces sp en la que el gen sfaA o el homólogo del gen sfaA se 
inactiva o deleciona, un compuesto de fórmula (III) 5 
 

Fórmula (III) 
 

en la que X1, X2, X3, X4, X5, R1, R2, R3, R4 y R5 se definen como 
R1, R2, R3, R4 y R5 representan independientemente H, F, Cl, Br, alquenilo C2-6 o alquilo C1-10 en la 10 
que uno o más átomos de carbono de dicho grupo alquilo se reemplazan opcionalmente por un 
heteroátomo seleccionado de O, N y S(O)p en donde p representa 0, 1 ó 2 y en la que uno o más 
átomos de carbono de dicho grupo alquilo se reemplazan opcionalmente por carbonilo y cuyo 
grupo alquilo puede sustituirse opcionalmente por uno o más átomos de halógeno; 
X1, X2, X3, X4 y X5 representan independientemente C o N, y en el caso de que cualquiera de estos 15 
grupos represente N, el sustituyente unido está ausente; 
con la condición de que cuando R1, R3, R4 y R5 representan todos H y X1, X2, X3, X4 y X5 
representan todos C, entonces R2 no puede representar OH; 
y R7 representa H o un grupo formador de éster, 
o una sal del mismo, y 20 
cultivar la bacteria para producir un compuesto de sangliferina según la fórmula (I) o la fórmula (II) 
a continuación, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo: 

 

 
 25 

 
 
en la que: 
 

R1, R3, R4 y R5 representan independientemente H, F, Cl, Br, alquenilo C2-6 o alquilo C1-10 en la que 30 
uno o más átomos de carbono de dicho grupo alquilo se reemplazan opcionalmente por un 
heteroátomo seleccionado de O, N y S(O)p en donde p representa 0, 1 ó 2 y en la que el grupo 
alquilo puede sustituirse opcionalmente por uno o más átomos de halógeno; 
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y en la que R2 se selecciona de H, F, Cl, CF3, OH, NH2 y alquilo C1-6; 
X1, X2, X3, X4 y X5 representan independientemente C o N, y en el caso de que cualquiera de estos 
grupos represente N, el sustituyente unido está ausente; 
con la condición de que cuando R1, R3, R4 y R5 representan todos H y X1, X2, X3, X4 y X5 
representan todos C, entonces R2 no puede representar OH. 5 

 
2. Procedimiento según la reivindicación 1, que comprende además la etapa de aislar la sangliferina 

mutasintética. 
 

3. Procedimiento según la reivindicación 1 ó 2, para la preparación de un compuesto según la fórmula (I) o la 10 
fórmula (II) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que X1 representa C. 
 

4. Procedimiento según las reivindicaciones 1 ó 2, para la preparación de un compuesto según la fórmula (I) o 
la fórmula (II) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que X2 representa C. 
 15 

5. Procedimiento según la reivindicación 1 ó 2, para la preparación de un compuesto según la fórmula (I) o la 
fórmula (II) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que X3 representa C. 
 

6. Procedimiento según la reivindicación 1 ó 2, para la preparación de un compuesto según la fórmula (I) o la 
fórmula (II) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que X4 representa C. 20 
 

7. Procedimiento según la reivindicación 1 ó 2, para la preparación de un compuesto según la fórmula (I) o la 
fórmula (II) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que X5 representa C. 
 

8. Procedimiento según la reivindicación 1 ó 2, para la preparación de un compuesto según la fórmula (I) o la 25 
fórmula (II) tal como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7 o una sal farmacéuticamente 
aceptable del mismo en la que R1, R3, R4 y R5 se seleccionan independientemente de H, F, Cl, CF3, OH y 
alquilo C1-6. 
 

9. Procedimiento según la reivindicación 1 ó 2, para la preparación de un compuesto según la fórmula (I) o la 30 
fórmula (II) tal como se define en reivindicación 8 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la 
que R2 representa OH. 
 

10. Procedimiento según la reivindicación 1 ó 2, para la preparación de un compuesto según la fórmula (I) o la 
fórmula (II) seleccionado de: 35 
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 5 

10 

 
que también puede representarse como 
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  5 
y 
 

 
 
que también puede representarse como: 10 
 

ES 2 703 433 T3

 



82 

 
 
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. 
 

11. Procedimiento según la reivindicación 1 ó 2, para la preparación de un compuesto según la fórmula (I) o la 5 
fórmula (II) seleccionado de: 
 

  
y 
 10 

 
 
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. 
 

12. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1-11, para la preparación de un compuesto para su 15 
uso como producto farmacéutico. 
 

13. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1-11, para la preparación de un compuesto para su 
uso como producto farmacéutico para el tratamiento de infecciones virales tales como infección por VHC o 
VIH o distrofia muscular. 20 
 

14. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1-11, para la preparación de un compuesto para su 
uso como producto farmacéutico para el tratamiento de trastornos inflamatorios. 
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