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DESCRIPCION
Derivado de anfotericina b con toxicidad reducida
Antecedentes de la invencion

El producto natural de macrdlido poliénico anfotericina B (AmB) es el arquetipo tanto de moléculas pequefias que forman
canales ionicos en las células vivas' como de antibidticos que son inherentemente refractarios a la resistencia microbiana.?
Desafortunadamente, la AmB es también altamente toxica,® lo que limita con frecuencia su uso eficaz como la ultima linea
de defensa contra infecciones fungicas sistémicas que amenazan la vida. Debido a que tanto la incidencia de tales
infecciones flngicas como la resistencia a todas las demas clases de antiflingicos estan en aumento,? se ha convertido
en un problema cada vez mas importante encontrar una manera de mejorar el indice terapéutico de AmB. Se han hecho
algunos progresos con las formulaciones liposomales, pero estas son con frecuencia, prohibitivamente caras,* y la
toxicidad sustancial ain permanece.® A pesar de 50 afios de extensos esfuerzos en todo el mundo, aln no ha surgido un
derivado clinicamente viable de AmB con un mejor indice terapéutico.®

Varios derivados de anfotericina se describen en Croatt y otros. (Org. Lett. 2011, vol 13(6) paginas 1390-1393), Wilcock
y otros (J.A.C.S. vol. 135, no.23, 2013, paginas 8488-8491), y en el documento W0O2014/059436 A1.

Resumen de la invencién

Un aspecto de la invencion es C2'epiAmB, representado por

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Un aspecto de la invencion es una composicion farmacéutica, que comprende C2'epiAmB, representado por

OH

OH OH O,

NN NGNS

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; y un portador farmacéuticamente aceptable.

Un aspecto de la invencién es un método para inhibir el crecimiento de una levadura u hongo, que comprende poner en
contacto la levadura u hongo con una cantidad eficaz de C2'epiAmB, representado por
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, dicho método no se realiza en el cuerpo humano o animal.

Un aspecto de la invencion es proporcionar un compuesto para su uso en un método de tratamiento de una infeccion por
hongos o levaduras, que comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de
C2'epiAmB, representado por

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
Breve descripcion de las figuras

La figura 1A describe la actividad de AmB como una esponja de esteroles. Los discos que se describen representan el
ergosterol.

La figura 1B describe las estructuras de la anfotericina B (AmB, (1)) y de los derivados sintéticos AmdeB (4) y C2'epiAmB
(5) de la misma. También se describen las estructuras de la micosamina, el ergosterol (2) y el colesterol (3).

La figura 1C es un dibujo que muestra los dos supuestos puntos de contacto entre AmB vy el ergosterol (Erg).

La figura 2A es una representacion de la estructura cristalina de N-yodoacilAmB con colesterol unido a la conformacion
del estado fundamental, estabilizado por dos contactos intramoleculares polares.

La figura 2B describe la incapacidad de C2'deOAmB para unirse al colesterol.

La figura 2C describe la incapacidad de C2'epiAmB para unirse al colesterol.

La figura 2D describe el compuesto de la técnica anterior C2'epiAmE.

La figura 3 describe un esquema para la sintesis de C2'epiAmB.

La figura 4 describe un esquema para la sintesis de C2'epiAmB.

La figura 5 es un grafico que expresa la afinidad de unién, la actividad antifungica y los datos de toxicidad de C2'epiAmB.
Col, colesterol; Erg, ergosterol; ITC, calorimetria de titulacion isotérmica; MHC, concentracion minima hemolitica; MIC,
concentracion minima inhibitoria; MTC, concentracion minima téxica; RBC, glébulos rojos humanos; REC, células
epiteliales renales humanas.

La figura 6A es un grafico que describe la unién de AmB, AmdeB, C2'deOAmMB y C2'epiAmB al ergosterol. LUV, vesiculas
unilamelares grandes; NS, no estadisticamente significativo.

La figura 6B es un grafico que describe la union de AmB, AmdeB, C2'deOAmMB y C2'epiAmB al colesterol. LUV, vesiculas
unilamelares grandes; NS, no estadisticamente significativo.

La figura 7 es un grafico de barras que describe la carga fungica renal (unidades formadoras de colonias, CFU) en ratones
neutropénicos inoculados por via intravenosa con C. albicans, y tratados dos horas después con una dosis intraperitoneal
Unica del vehiculo o 16 mg/kg de AmB o C2'epiAmB.

La figura 8 es un grafico que describe la letalidad en ratones sanos como resultado de administraciones intravenosas
Unicas en las dosis indicadas de AmB o C2'epiAmB.

Descripcion detallada de la invencién
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La anfotericina B (AmB) es un macrdlido poliénico con un apéndice de micosamina, el compuesto completo tiene la
siguiente estructura:

OH

Anfotericina B (AmB)

La anfotericina B (AmB) es un antimicoético clinicamente vital pero su uso esta limitado por su toxicidad. La union al
ergosterol, independiente de la formacion de canales, es el mecanismo principal por el cual AmB destruye la levadura, y
la unién al colesterol puede relacionarse principalmente con toxicidad para las células humanas. Un modelo estructural
lider predice que el grupo hidroxilo C2' en el apéndice de micosamina es clave para la unidon a ambos esteroles.

La AmB generalmente se obtiene a partir de una cepa de Streptomyces nodosus. Actualmente esta aprobada para su uso
clinico en los Estados Unidos para el tratamiento de infecciones fungicas progresivas y que son potencialmente una
amenaza para la vida, incluidas las infecciones como candidiasis sistémica, aspergilosis, criptococosis, blastomicosis,
coccidioidomicosis, histoplasmosis y mucormicosis. La AmB generalmente se formula para inyeccién intravenosa. La
anfotericina B esta disponible comercialmente, por ejemplo, como Fungizone® (Squibb), Amphocin® (Pfizer), Abelcet®
(Enzon) y Ambisome® (Astellas). Debido a sus efectos secundarios toxicos no deseados, la dosificacion generalmente se
limita a un maximo de aproximadamente 1,0 mg/kg/dia, y las dosis acumulativas totales no deben exceder de
aproximadamente 3 g en seres humanos.

Durante muchas décadas se ha aceptado ampliamente que la AmB destruye principalmente células de levadura y
humanas a través de la permeabilizacién de la membrana.” Con este modelo como guia, se han centrado grandes
esfuerzos en el desarrollo de derivados que forman selectivamente canales iénicos en células de levadura frente a células
humanas.-¢

A diferencia de este modelo clasico, recientemente se descubrié que la AmB se autoensambla en una 'esponja de
esteroles' extramembranosa®? (Figura 1A) que principalmente destruye células mediante la union y extraccion de esteroles
de una manera dependiente de micosamina.® La evidencia apoya un modelo en el que C2'-OH y C3'-NH3* en el apéndice
de micosamina® estan implicados en la estabilizacion de una conformacion del estado fundamental de AmB que permite
la union tanto del ergosterol (Erg) como del colesterol (Col); es decir, no se requiere la formacion de canales.? Cuando el
C2'-OH o C3'-NH3;* se elimina, la AmB todavia se une al Erg pero ya no se une al Col°. Estos resultados sugieren que el
C2'-OH y el C3'-NH3" no se unen directamente a los esteroles, pero son sitios potenciales de modificacion alostérica
(figura 1C). Ademas, este cambio en la union a esteroles se correlaciona directamente con una disminucién sustancial de
la toxicidad observada en las células humanas.®. Esto sugiere que la simple union al colesterol puede explicar
alternativamente la toxicidad de la AmB para las células humanas, y que los esfuerzos para mejorar el indice terapéutico
de este antimicotico clinicamente vital pueden centrarse en el problema mucho mas simple de maximizar la afinidad de
union relativa para el ergosterol frente al colesterol.

Anteriormente, se descubrié que la eliminacién del apéndice de micosamina de la AmB elimina su capacidad de unirse
tanto al ergosterol como al colesterol.®2 También se descubrié que el derivado resultante, anfoteronolida B (AmdeB), no es
toxico para la levadura.8 Sin embargo, las funciones desempefiadas por cada heteroatomo contenido en el apéndice de
micosamina permanecen poco claras.

En el modelo estructural lider existente, la AmB se une tanto al ergosterol como al colesterol a través de un complejo
similar en donde el grupo hidroxilo C2' de AmB forma un enlace de hidrégeno critico con el grupo hidroxilo 3-8 en cada
esterol (Figura 1B)."° Sin embargo, faltaba evidencia sélida a favor o en contra de esta hipotesis. Por ejemplo,
simulaciones por computadora' sugieren que tal enlace de hidrogeno desempeifia un papel importante en la union al
ergosterol, pero no al colesterol. Alternativamente, estudios anteriores que comparan las actividades de permeabilizacion
de membrana de derivados conformacionalmente restringidos de AmB'%¢ concluyeron que este enlace de hidrogeno
desempefia un papel clave con ambos esteroles. Ninguno de estos estudios anteriores midié directamente la unién a
esteroles.

Las exotermas relativas observadas en los ensayos de calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) y la concentracion
minima inhibitoria (MIC) frente a la concentracion minima hemolitica (MHC), sugieren que la AmB se une preferentemente
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al Erg sobre el Col. Se sugiere que esta predisposicion se debe a que el Col es ligeramente mas voluminoso que el Erg.
Ademas, cuando se le realizan modificaciones alostéricas a AmB (es decir, la eliminacion de C2-OH o C3'-NH3*), la
selectividad de esteroles naturales se magnifica para favorecer solo la union al Erg (Figura 2B). Con estos dos sitios de
alosterismo potenciales identificados, se procedié a investigar como las modificaciones sutiles a la posicién C2' podrian
aumentar aun mas la selectividad para unirse al Erg.

Se presume que la epimerizacion del C2'-OH conduciria a un aumento similar de la unién a Erg como se observa cuando
se elimina C2'-OH. De acuerdo con la comprension de una posible conformacion del estado fundamental de AmB (FIG.
2A\) - informada por la estructura cristalina de N-lodoacylAmB® - se propuso que una interaccion potencial del enlace de
hidrégeno entre el C2'-OH, una molécula de agua y el C13-OH esta implicada en la capacidad de AmB para unirse tanto
a Erg como a Col. Por lo tanto, la epimerizacion en la posicion C2' podria causar una interrupcion o alteracion de este
supuesto 'puente de agua', lo que conduce posiblemente a un cambio en la forma del bolsillo de unién a esteroles que
resultaria en una mayor preferencia por la unién a Erg (figura 2C).

La sintesis del éster metilico de C2'epiAmB doblemente modificado (C2'epiAmE; figura 2D) fue informada anteriormente
por Carreira y sus colegas en 2011°. Curiosamente, observaron en sus ensayos de MIC de levadura que C2'epiAmE era
equipotente para AmB. También observaron que causaba el flujo de salida de iones de potasio de los liposomas POPC
que contienen tanto Erg como Col a 1 yM. A partir de estos datos, Carreira y sus colegas concluyeron que "la configuracion
de la posicion C2' era intrascendente"®. Carreira y sus colegas no analizaron la toxicidad humana o la union a Col de
C2'epiAmE.

De acuerdo con la invencion, el grupo hidroxilo C2' se epimerizd, en comparacion con AmB, y se determiné el impacto de
esta modificacion en la unién al ergosterol y al colesterol. Muchos de los resultados experimentales se presentan en la
seccion de Ejemplificacion y en las Figuras. Sorprendentemente, se ha descubierto un nuevo derivado de AmB eficaz y
no toxico, C2'epiAmB, que hasta ahora muestra el mayor potencial como un reemplazo terapéutico clinicamente viable
para AmB. En comparacion con AmB, C2'epiAmB conserva el caracter zwitteriénico de AmB y solo difiere en la inversion
de un solo estereocentro.

Con estos resultados notables in vitro disponibles, también se prob6 la eficacia y la toxicidad de C2'epiAmB en un estudio
con ratones en comparacion directa con AmB y C2'deOAmB. Los estudiosin vivo muestran que C2'epiAmB es equipotente
para AmB pero sustancialmente menos toxico para los ratones. Ademas, debido a que hay un grupo hidroxilo en la
posicion C2', predecimos que C2'epiAmB deberia ser tan estable como AmB in vivo.

Un aspecto de la invencion es C2'epiAmB, representado por

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. A continuacion, se describen en la presente descripcion los métodos
para preparar C2'epiAmB.

Un "compuesto de la invencién" como se usa en la presente descripcion se refiere a C2'epiAmB y cualquiera de las
anteriores sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

Un aspecto de la invencion es una composicion farmacéutica, que comprende C2'epiAmB, representado por
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; y un portador farmacéuticamente aceptable. El término "portador
farmacéuticamente aceptable”, como se describe con mas detalle a continuacion, significa uno o mas de un solido
compatible o relleno de liquido, diluyentes o sustancias de encapsulaciéon que son adecuadas para la administracion a un
ser humano u otro sujeto.

Un aspecto de la invenciéon es un método para inhibir el crecimiento de una levadura u hongo, dicho método que no se
realiza en el cuerpo humano o animal, que comprende poner en contacto la levadura u hongo con una cantidad eficaz de
C2'epiAmB, representado por

OH

OH OH O,

NN NN F

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Las levaduras son organismos eucariotas clasificados en el reino Hongos. Las levaduras se describen tipicamente hongos
en forma de brotes. Las especies de levadura que pueden causar infecciones en huéspedes mamiferos son de una
importancia particular en relacion con la invencién. Estas infecciones ocurren con mayor frecuencia en huéspedes
inmunocomprometidos, incluidos los huéspedes con barreras comprometidas para la infeccion (por ejemplo, victimas de
quemaduras) y los huéspedes con sistemas inmunitarios comprometidos (por ejemplo, los huéspedes que reciben
quimioterapia o terapia inmunosupresora y los huéspedes infectados con el VIH). Las levaduras patégenas incluyen, sin
limitacién, varias especies del género Candida, asi como de Cryptococcus. Entre las levaduras patégenas del género
Candida son de interés particular C. albicans, C. tropicalis, C. stellatoidea, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C.
guilliermondii, C. viswanathiiy C. lusitaniae. El género Cryptococcus incluye especificamente Crypfococcus neoformans.
La levadura puede causar infecciones de las membranas mucosales, por ejemplo, infecciones orales, esofagicas y
vaginales en seres humanos, asi como infecciones de huesos, sangre, tracto urogenital y sistema nervioso central. Este
listado es ilustrativo y no es limitante de ninguna manera.

Los hongos incluyen, ademas de las levaduras, otros organismos eucariotas incluidos mohos y setas. Una serie de hongos
(aparte de la levadura) pueden causar infecciones en los huéspedes mamiferos. Estas infecciones ocurren con mayor
frecuencia en huéspedes inmunocomprometidos, incluidos los huéspedes con barreras comprometidas para la infecciéon
(por ejemplo, victimas de quemaduras) y los huéspedes con sistemas inmunitarios comprometidos (por ejemplo, los
huéspedes que reciben quimioterapia o terapia inmunosupresora y los huéspedes infectados con el VIH). Los hongos
patégenos (aparte de la levadura) incluyen, sin limitacion, especies de Aspergillus, Rhizopus, Mucor, Histoplasma,
Coccidioides, Blastomyces, Trichophyton, Microsporumy Epidermophyton. Entre los anteriores son de interés particular
A. fumigatus, A. flavus, A. niger, H. capsulatum, C. immitis y B. dermatitidis. Los hongos pueden causar infecciones de
tejidos profundos en pulmones, huesos, sangre, tracto urogenital y sistema nervioso central, por nombrar algunos. Algunos
hongos son responsables de las infecciones de la piel y las ufias.

Como se usa en la presente descripcion, "inhibir" o "inhibicién" significa reducir en una cantidad o grado objetivamente
medible en comparacion con el control. En una modalidad, inhibir o inhibicién significa reducir al menos en una cantidad
estadisticamente significativa en comparacion con el control. En una modalidad, inhibir o inhibir significa reducir al menos
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en un 5 por ciento en comparacion con el control. En varias modalidades individuales, inhibir o inhibicion significa reducir
al menos en un 10, 15, 20, 25, 30, 33, 40, 50, 60, 67, 70, 75, 80, 90 o 95 por ciento en comparacién con el control.

Un aspecto de la invencion es proporcionar un compuesto para su uso en un método de tratamiento de una infeccion por
hongos o levaduras, que comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de
C2'epiAmB, representado por

OH

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Como se usa en la presente descripcion, los términos "tratamiento" y "tratar" se refieren a realizar una intervencion que
proporcione como resultado (a) prevenir que se produzca una afeccién o enfermedad en un sujeto que puede estar en
riesgo de desarrollar o predispuesto a tener la afeccion o enfermedad pero aun no se ha diagnosticado que la tiene; (b)
inhibir una afeccion o enfermedad, por ejemplo, retardar o detener su desarrollo; o (c) aliviar o mejorar una afeccion o
enfermedad, por ejemplo, causar la regresion de la afeccion o enfermedad. En una modalidad, los términos "tratamiento”
y "tratar" se refieren a realizar una intervencion que proporcione como resultado (a) inhibir una afeccion o enfermedad,
por ejemplo, retardar o detener su desarrollo; o (b) aliviar o mejorar una afeccién o enfermedad, por ejemplo, causar
regresion de la afecciéon o enfermedad.

Una "infeccién por levadura" como se usa en la presente descripcion se refiere a una infecciéon con una levadura como se
define en la presente descripcion.

Una "infeccién fungica" como se usa en la presente descripcion se refiere a una infeccién con un hongo como se define
en la presente descripcion.

Como se usa en la presente descripcion, un "sujeto” se refiere a un mamifero vivo. En varias modalidades, un sujeto es
un mamifero no humano, que incluye, sin limitacién, un raton, rata, hamster, conejillo de indias, conejo, oveja, cabra, gato,
perro, cerdo, caballo, vaca o un primate no humano. En una modalidad un sujeto es un ser humano.

Como se usa en la presente descripcion, un "sujeto que tiene una infeccion por levaduras u hongos", se refiere a un sujeto
que exhibe al menos una manifestacion objetiva de una infeccién por levaduras u hongos. En una modalidad, un sujeto
que tiene una infeccion por levaduras u hongos es sujeto al que se le ha diagnosticado que tiene una infeccion por
levaduras u hongos y necesita tratamiento para la misma. Los métodos para diagnosticar una infeccién por levaduras u
hongos se conocen bien y no necesitan describirse aqui en detalle.

Como se usa en la presente descripcion, el término "administrar" tiene su significado habitual y abarca la administracion
por cualquier via adecuada, que incluye, sin limitacion, inyeccion intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, subcutanea,
directa (por ejemplo, en un tumor), mucosal, por inhalacion, oral y topica.

En una modalidad, la administracion es la administracion sistémica.
En una modalidad, la administracion es la administracién tépica.

Como se usa en la presente descripcion, la frase "cantidad eficaz" se refiere a cualquier cantidad que sea suficiente para
lograr un efecto biolodgico deseado. Como se usa en la presente descripcion, la frase "cantidad terapéuticamente eficaz"
se refiere a cualquier cantidad que sea suficiente para lograr un efecto terapéutico deseado, por ejemplo, para tratar una
infeccion por levaduras u hongos.

Los compuestos y sales de la invenciéon pueden combinarse con otros agentes terapéuticos. El compuesto de la invencion
y otro agente terapéutico pueden administrarse simultdneamente o secuencialmente. Cuando los otros agentes
terapéuticos se administran simultaneamente, pueden administrarse en las mismas formulaciones o en formulaciones
separadas, pero se administran sustancialmente al mismo tiempo. Los otros agentes terapéuticos se administran
secuencialmente con otros y con el compuesto de la invencion, cuando se separa temporalmente la administracion de los
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otros agentes terapéuticos y el compuesto de la invencion. La separacion en el tiempo entre la administracion de estos
compuestos puede ser cuestion de minutos o puede ser mas larga.

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

Como se indico anteriormente, una "cantidad eficaz" se refiere a cualquier cantidad que sea suficiente para lograr un
efecto biolégico deseado. En combinacion con las ensefianzas proporcionadas en la presente descripcion, cuando se
elige entre los varios compuestos activos y factores de ponderacion tales como la potencia, la biodisponibilidad relativa,
el peso corporal del paciente, la gravedad de los efectos secundarios adversos y la manera de administracion, puede
planificarse un régimen de tratamiento profilactico o terapéutico eficaz que no cause una toxicidad sustancial no deseada
y que todavia sea eficaz para tratar a un sujeto en particular. La cantidad eficaz para cualquier aplicacién particular puede
variar en dependencia de factores tales como la enfermedad o afecciéon que se trata, el compuesto particular de la
invencion que se administra, el tamafo del sujeto o la gravedad de la enfermedad o afeccion. Un experto en la técnica
puede determinar empiricamente la cantidad eficaz de un compuesto particular de la invencion y/u otro agente terapéutico
sin necesidad de una experimentacion indebida. Se prefiere generalmente que se use una dosis maxima, o sea, la dosis
segura mas alta de acuerdo con algun criterio médico. Pueden contemplarse dosis multiples por dia para lograr niveles
sistémicos apropiados de los compuestos. Los niveles sistémicos apropiados pueden determinarse, por ejemplo, mediante
la medicion del pico o el nivel plasmatico sostenido del farmaco del paciente. Los términos "dosis" y "dosificacion” se usan
indistintamente en la presente descripcion.

En general, las dosis intravenosas diarias de C2'epiAmB, para sujetos humanos, seran similares o mayores que las dosis
intravenosas diarias habituales de AmB. De manera similar, otras dosis parenterales diarias de C2'epiAmB, para sujetos
humanos, seran similares o mayores que las dosis parenterales diarias habituales de AmB.

En una modalidad, la administracién intravenosa de un compuesto de la invencion puede ser tipicamente de 0,1 mg/kg/dia
a 20 mg/kg/dia. En una modalidad, la administracion intravenosa de un compuesto de la invencion puede ser tipicamente
de 0,1 mg/kg/dia a 2 mg/kg/dia. En una modalidad, la administracion intravenosa de un compuesto de la invencion puede
ser tipicamente de 0,5 mg/kg/dia a 5 mg/kg/dia. En una modalidad, la administracién intravenosa de un compuesto de la
invencion puede ser tipicamente de 1 mg/kg/ dia a 20 mg/kg/dia. En una modalidad, la administracion intravenosa de un
compuesto de la invencién puede ser tipicamente de 1 mg/kg/ dia a 10 mg/kg/dia. Por lo tanto, la dosificacion intravenosa
puede ser similar a, o ventajosamente, puede exceder las dosis maximas toleradas de AmB.

Generalmente, las dosis orales diarias de los compuestos activos, para los sujetos humanos, seran de aproximadamente
0,01 miligramos/kg por dia a 1000 miligramos/kg por dia. Se espera que las dosis orales en el intervalo de 0,5 a 50
miligramos/kg, en una o mas administraciones por dia, produzcan resultados terapéuticos. La dosificacion puede ajustarse
adecuadamente para lograr los niveles de farmaco deseados, locales o sistémicos, en dependencia del modo de
administracion. Por ejemplo, se espera que la administracion intravenosa sea de una dosis por dia mas baja en un orden
a varios ordenes de magnitud. En el caso de que la respuesta en un sujeto sea insuficiente a tales dosis, pueden
emplearse dosis ain mas altas (o dosis mas altas efectivas por una via de distribucion diferente y mas localizada), hasta
el limite que permita la tolerancia del paciente. Se contemplan dosis multiples por dia para lograr niveles sistémicos
apropiados de los compuestos.

Para cualquier compuesto descrito en la presente invencion, la cantidad terapéuticamente eficaz puede determinarse
inicialmente a partir de modelos animales. También puede determinarse una dosis terapéuticamente eficaz a partir de
datos humanos para los compuestos de la invencién que se han probado en seres humanos y para compuestos que se
sabe que exhiben actividades farmacolégicas similares, tales como otros agentes activos relacionados (por ejemplo,
AmB). Pueden requerirse dosis mas altas para la administracion parenteral. La dosis aplicada puede ajustarse en funcion
de la biodisponibilidad relativa y la potencia del compuesto administrado. Dentro de las capacidades del experto en la
técnica esta ajustar la dosis para lograr una eficacia maxima en funcién de los métodos descritos anteriormente y otros
métodos que son bien conocidos en la técnica.

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

Puede administrarse una cantidad eficaz del compuesto de la invenciéon a un sujeto para su uso en terapia, por cualquier
modo que suministre el compuesto de la invencidon a la superficie deseada. La administracion de la composicion
farmacéutica de la presente invencién puede realizarse por cualquier medio conocido por el experto en la técnica. Las
vias de administracion incluyen, entre otras, inyeccion intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intravesical (vejiga
urinaria), oral, subcutanea, inyeccion directa (por ejemplo, en un tumor o absceso), mucosal (por ejemplo, tépico para los
ojos), inhalacion y topica.

Para las vias de administracion intravenosa y otras vias parenterales, C2'epiAmB generalmente puede formularse de

manera similar a AmB. Por ejemplo, C2'epiAmB puede formularse como una preparacion liofilizada con acido desoxicolico,
como una preparacion liofilizada de un compuesto activo encapsulado o intercalado en liposomas, como un complejo
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lipidico en suspension acuosa o como un complejo de colesteril sulfato. Las formulaciones liofilizadas generalmente se
reconstituyen en una solucion acuosa adecuada, por ejemplo, en agua o solucion salina estéril, poco antes de la
administracion.

Para la administracion oral, los compuestos (es decir, C2'epiAmB y sales farmacéuticamente aceptables del mismo y otros
agentes terapéuticos) pueden formularse facilmente mediante la combinacién del(de los) compuesto(s) activo(s) con
portadores farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica. Tales portadores permiten que los compuestos
de la invencion se formulen como tabletas, pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, semiliquidos,
suspensiones y similares, para la ingestion oral por un sujeto a tratar. Las preparaciones farmacéuticas para su uso oral
pueden obtenerse como un excipiente soélido, opcionalmente triturando una mezcla resultante y procesando la mezcla de
granulos, después afiadiendo los auxiliares adecuados, si se desea, para obtener los nucleos de las tabletas o grageas.
Los excipientes adecuados incluyen, en particular, rellenos tales como azucares, que incluyen lactosa, sacarosa, manitol,
o sorbitol; preparaciones de celulosa tales como, por ejemplo, almidén de maiz, almidén de trigo, almidén de arroz,
almidon de papa, gelatina, goma de tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio
y/o polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea, pueden afnadirse agentes desintegrantes, tales como la polivinil pirrolidona
reticulada, el agar, o el acido alginico o una sal de los mismos tal como el alginato de sodio. Opcionalmente, las
formulaciones orales también pueden formularse en solucion salina o tampones, por ejemplo, EDTA para neutralizar las
condiciones acidas internas o pueden administrarse sin ningun portador.

También se contemplan especificamente las formas de dosificacion oral del componente o los componentes anteriores.
El componente o los componentes pueden modificarse quimicamente para que la administracion oral del derivado sea
eficaz. Generalmente, la modificacion quimica contemplada es la unidon de al menos una porcién a la propia molécula
componente, donde esta porcion permite (a) la inhibicion de la hidrdlisis acida; y (b) la absorcion en el torrente sanguineo
desde el estdbmago o el intestino. También se desea el aumento de la estabilidad general del componente o los
componentes y el aumento del tiempo de circulacién en el cuerpo. Los ejemplos de tales porciones incluyen:
polietilenglicol, copolimeros de etilenglicol y propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, alcohol polivinilico, polivinil
pirrolidona y poliprolina. Abuchowski y Davis, "Soluble Polymer-Enzyme Adducts", en: Enzymes as Drugs, Hocenberg y
Roberts, eds., Wiley-Interscience, Nueva York, NY, paginas 367-383 (1981); Newmark y otros, J Appl Biochem 4:185-9
(1982). Otros polimeros que podrian usarse son el poli-1,3-dioxolano y el poli-1,3,6-tioxocano. Las porciones de
polietilenglicol son las que se prefieren para uso farmacéutico, como se indicé anteriormente.

Para el componente (o derivado) la ubicacion de la liberacion puede ser el estdbmago, el intestino delgado (el duodeno, el
yeyuno o el ileon) o el intestino grueso. Un experto en la técnica tiene formulaciones disponibles que no se disolveran en
el estébmago, pero liberaran el material en el duodeno o en cualquier otra parte del intestino. Preferentemente, la liberacion
evitara los efectos nocivos del ambiente del estomago, ya sea mediante la proteccion del compuesto de la invencién (o
derivado) o mediante la liberacion del material bioldgicamente activo mas alla del entorno del estémago, tal como en el
intestino.

Para garantizar una resistencia gastrica completa es esencial un recubrimiento impermeable al menos a pH 5,0. Los
ejemplos de los ingredientes inertes mas comunes que se usan como recubrimientos entéricos son trimelitato de acetato
de celulosa (CAT), ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMCP), HPMCP 50, HPMCP 55, ftalato de acetato de polivinilo
(PVAP), Eudragit L30D, Aquateric, ftalato de acetato de celulosa (CAP), Eudragit L, Eudragit S y goma laca. Estos
recubrimientos pueden usarse como peliculas mixtas.

También puede usarse un recubrimiento o una mezcla de recubrimientos en tabletas, que no estan destinadas a la
proteccion contra el estdmago. Esto puede incluir recubrimientos de azicares o recubrimientos que hacen que la tableta
sea mas facil de tragar. Las capsulas pueden consistir en una cubierta dura (tal como gelatina) para el suministro del
producto terapéutico seco (por ejemplo, en polvo); para formas liquidas, puede usarse una cubierta de gelatina blanda. El
material de la cubierta de la capsula podria ser almidén grueso u otro papel comestible. Para las pildoras, pastillas, tabletas
moldeadas o triturados de tabletas, pueden usarse técnicas de masa humeda.

La terapéutica puede incluirse en la formulacion como multiparticulas finas en forma de granulos o bolitas de tamafo de
particula de aproximadamente 1 mm. La formulacién del material para la administracién de capsulas también podria ser
como un polvo, tapones ligeramente comprimidos o incluso como tabletas. El producto terapéutico podria prepararse por
compresion.

Pueden incluirse colorantes y agentes aromatizantes. Por ejemplo, el compuesto de la invencion (o derivado) puede
formularse (tal como por encapsulaciéon en liposomas o microesferas) y después contenido dentro de un producto
comestible, tal como una bebida refrigerada que contiene colorantes y agentes aromatizantes.

Puede diluirse o aumentarse el volumen del producto terapéutico con un material inerte. Estos diluyentes podrian incluir
carbohidratos, especialmente manitol, a-lactosa, lactosa anhidra, celulosa, sacarosa, dextranos modificados y almidon.
Determinadas sales inorganicas también pueden usarse como rellenos, que incluyen trifosfato de calcio, carbonato de
magnesio y cloruro de sodio. Algunos diluyentes comercialmente disponibles son Fast-Flo, Emdex, STA-Rx 1500,
Emcompress y Avicell.
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Los desintegrantes pueden incluirse en la formulacion del producto terapéutico en una forma de dosificacion sélida. Los
materiales usados como desintegrantes incluyen, pero no se limitan a almidén, incluido el desintegrante comercial basado
en almidon, Explotab. Pueden usarse glicolato de almidon de sodio, Amberlita, carboximetilcelulosa de sodio,
ultramilopectina, alginato de sodio, gelatina, piel de naranja, carboximetilcelulosa acida, esponja natural y bentonita. Otra
forma de los desintegrantes son las resinas de intercambio catidnico insolubles. Las gomas en polvo pueden usarse como
desintegrantes y como aglutinantes y pueden incluir gomas en polvo como agar, Karaya o tragacanto. El acido alginico y
su sal de sodio también son Utiles como desintegrantes.

Los aglutinantes pueden usarse para mantener unido el agente terapéutico para formar una tableta dura e incluir
materiales de productos naturales tales como acacia, tragacanto, almidon y gelatina. Otros incluyen metilcelulosa (MC),
etilcelulosa (EC) y carboximetilcelulosa (CMC). La polivinil pirrolidona (PVP) y la hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC)
podrian usarse en soluciones alcohdlicas para granular el producto terapéutico.

Puede incluirse un agente antifriccion en la formulaciéon del producto terapéutico para evitar que se pegue durante el
proceso de formulacion. Los lubricantes pueden usarse como una capa entre el producto terapéutico y la pared, y estos
pueden incluir, pero no se limitan a; acido estearico incluyendo sus sales de magnesio y calcio, politetrafluoroetileno
(PTFE), parafina liquida, aceites vegetales y ceras. También pueden usarse lubricantes solubles como laurilsulfato de
sodio, laurilsulfato de magnesio, polietilenglicol de diversos pesos moleculares, Carbowax 4000 y 6000.

Pueden afadirse deslizantes que podrian mejorar las propiedades de flujo del farmaco durante la formulacién y para
ayudar a la reorganizacion durante la compresion. Los deslizantes pueden incluir almidoén, talco, silice pirogénica y
silicoaluminato hidratado.

Puede afadirse un surfactante como un agente humectante para ayudar a la disolucion del producto terapéutico en el
medio acuoso. Los surfactantes pueden incluir detergentes anidnicos tales como laurilsulfato de sodio,
dioctilsulfosuccinato de sodio y dioctilsulfonato de sodio. Pueden usarse detergentes catidnicos y pueden incluir, por
ejemplo, cloruro de benzalconio y cloruro de bencetonio. Los detergentes no idnicos posibles que podrian incluirse en la
formulacién como surfactantes incluyen lauromacrogol 400, estearato de polioxilo 40, aceite de ricino hidrogenado de
polioxietileno 10, 50 y 60, monoestearato de glicerol, polisorbato 40, 60, 65 y 80, éster de acido graso y sacarosa,
metilcelulosa y carboximetilcelulosa. Estos surfactantes podrian estar presentes en la formulacién del compuesto de la
invencion o de un derivado, ya sea solo o como una mezcla en diferentes relaciones.

Las preparaciones farmacéuticas que pueden usarse por via oral incluyen capsulas de ajuste a presion hechas de gelatina,
asi como capsulas blandas selladas, hechas de gelatina y un plastificante tal como glicerol o sorbitol. Las capsulas de
ajuste a presion pueden contener los ingredientes activos en una mezcla con relleno tal como lactosa, aglutinantes tales
como almidones, y/o lubricantes tal como estearato de talco o magnesio y, opcionalmente, estabilizadores. En capsulas
blandas, los compuestos activos pueden disolverse o suspenderse en liquidos adecuados, tales como aceites grasos,
parafina liquida, o glicoles de polietileno liquidos. Ademas, pueden adicionarse los estabilizadores. También pueden
usarse microesferas formuladas para la administracién oral. Tales microesferas se han definido bien en la técnica. Todas
las formulaciones para la administracién oral deben ser en dosis adecuadas para dicha administracion.

Para la administracion oral, las composiciones pueden adoptar la forma de tabletas o pastillas formuladas de manera
convencional.

Para la administracion por inhalacién, C2'epiAmB para su uso de acuerdo con la presente invencién puede suministrase
convenientemente en forma de una presentacion de atomizacion de aerosol desde empaques presurizados o un
nebulizador, con el uso de un propelente adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de
dosificacion puede determinarse al proporcionar una valvula para liberar una cantidad medida. Las capsulas y los
cartuchos para usar, por ejemplo, en un inhalador o insuflador pueden formularse para que contengan una mezcla en
polvo del compuesto y una base de polvo adecuada tal como lactosa o almidon.

También se contempla en la presente descripcion el suministro pulmonar de C2'epiAmB (o sales del mismo). El compuesto
de la invencion (o derivado) se suministra a los pulmones de un mamifero mientras se inhala y atraviesa el revestimiento
epitelial del pulmén hacia el torrente sanguineo. Otros informes de moléculas inhaladas incluyen Adjei y otros, Pharm Res
7:565-569 (1990); Adjei y otros, Int J Pharmaceutics 63:135-144 (1990) (acetato de leuprolida); Braquet y otros, J
Cardiovasc Pharmacol 13 (supl. 5):143-146 (1989) (endotelina-1); Hubbard y otros., Annal Int Med 3: 206-212 (1989)) (a1-
antitripsina); Smith y otros, 1989, J Clin Invest 84:1145-1146 (a-1-proteinasa); Oswein y otros, 1990, "Aerosolization of
Proteins", Proceedings of Symposium on Respiratory Drug Delivery |l, Keystone, Colorado, marzo, (hormona de
crecimiento humana recombinante); Debs y otros, 1988, J Immunol 140:3482-3488 (interferon-gamma y factor de necrosis
tumoral alfa) y Platz y otros, patente de los Estados Unidos num. 5,284,656 (factor estimulante de colonias de
granulocitos; incorporada como referencia). Un método y composicion para el suministro pulmonar de farmacos para
efecto sistémico se describe en la patente de los Estados Unidos num. 5,451,569 (incorporada como referencia), emitida
el 19 de septiembre de 1995 a Wong y otros.
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Para el uso de esta invencion se contemplan en la practica un amplio intervalo de dispositivos mecanicos disefiados para
la administracion pulmonar de productos terapéuticos, que incluyen, pero sin limitarse a, nebulizadores, inhaladores de
dosis medidas e inhaladores de polvo, los cuales son familiares para los expertos en la técnica.

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

Todos estos dispositivos requieren el uso de formulaciones adecuadas para la dispensacion de C2'epiAmB (o una sal del
mismo). Tipicamente, cada formulacion es especifica para el tipo de dispositivo empleado y puede implicar el uso de un
material propulsor apropiado, ademas de los diluyentes, adyuvantes y/o portadores usuales utiles en la terapia. Ademas,
se contempla el uso de liposomas, microcapsulas o microesferas, complejos de inclusion u otros tipos de portadores. El
compuesto modificado quimicamente de la invencién también puede prepararse en diferentes formulaciones en
dependencia del tipo de modificacion quimica o del tipo de dispositivo empleado.

Las formulaciones adecuadas para su uso con un nebulizador, ya sea a chorro o ultrasénico, comprenderan tipicamente
el compuesto de la invencion (o derivado) disuelto en agua a una concentracion de aproximadamente 0,1 a 25 mg del
compuesto biolégicamente activo de la invencion por ml de solucion. La formulaciéon también puede incluir un tampén y
un azucar simple (por ejemplo, para la estabilizacion del compuesto de la invencién y la regulacion de la presion osmética).
La formulacion del nebulizador también puede contener un surfactante, para reducir o prevenir la agregacion superficial
inducida del compuesto de la invencion causada por la atomizacién de la solucién en la formacion del aerosol.

Las formulaciones para el uso con un dispositivo inhalador de dosis medida generalmente comprenderan un polvo
finamente dividido que contiene el compuesto de la invencion (o una sal del mismo) suspendido en un propulsor con la
ayuda de un surfactante. El surfactante puede ser cualquier material convencional empleado para este propdsito, tal como
un clorofluorocarburo, un hidroclorofluorocarburo, un hidrofluorocarbono o wun hidrocarburo, que incluye
triclorofluorometano, diclorodifluorometano, diclorotetrafluoroetanol y 1,1,1,2-tetrafluoroetano o combinaciones de los
mismos. Los surfactantes adecuados incluyen trioleato de sorbitan y lecitina de soja. El acido oleico también puede ser
util como un surfactante.

Las formulaciones para dispensar desde un dispositivo inhalador de polvo comprenderan un compuesto que contiene
polvo seco finamente dividido de la invencién (o un derivado) y también pueden incluir un agente en volumen, tal como la
lactosa, el sorbitol, la sacarosa o el manitol en cantidades que facilitan la dispersion del polvo del dispositivo, por ejemplo,
del 50 al 90 % en peso de la formulacion. El compuesto de la invencién (o un derivado) debe prepararse ventajosamente
en forma de particulas con un tamafio promedio de menos de 10 micrémetros (um), preferentemente de 0,5 a 5 pym, para
un suministro mas eficaz al pulmoén profundo.

También se contempla el suministro nasal de una composicion farmacéutica de la presente invencion. El suministro nasal
permite el paso de una composiciéon farmacéutica de la presente invencion al torrente sanguineo directamente después
de administrar el producto terapéutico a la nariz, sin la necesidad de depositar el producto en el pulmén. Las formulaciones
para la administracion nasal incluyen aquellas con dextrano o ciclodextrano.

Para la administracion nasal, un dispositivo Util es un frasco pequefio y duro al que se une un pulverizador de dosis
medida. En una modalidad, la dosis medida se suministra llevando la composicién farmacéutica de la solucién de la
presente invencion a una camara de volumen definido, cuya camara tiene una abertura dimensionada para aerosolizar y
se obtiene la formulacién en aerosol formando un aerosol cuando se comprime un liquido en la camara. La camara se
comprime para administrar la composicién farmacéutica de la presente invencion. En una modalidad especifica, la camara
es un arreglo de piston. Estos dispositivos estan comercialmente disponibles.

Alternativamente, se usa una botella de plastico con una abertura o rendija dimensionada para aerosolizar una formulacion
de aerosol que lo genera cuando se usa exprimido. La abertura generalmente se encuentra en la parte superior de la
botella, y la parte superior generalmente se estrecha para que se ajuste parcialmente en los conductos nasales para una
administracion eficiente de la formulacién en aerosol. Preferentemente, el inhalador nasal proporcionara una cantidad
medida de la formulacién en aerosol, para la administracién de una dosis medida del farmaco.

Los compuestos, cuando es deseable que se suministren sistémicamente, pueden formularse para la administracion
parenteral por inyeccion, por ejemplo, por inyeccion en bolo o por infusiéon continua. Las formulaciones para inyeccion
pueden presentarse en forma de dosis unitarias, por ejemplo, en ampollas o en recipientes de dosis multiples, con adicion
de un conservante. Las composiciones pueden tomar formas de suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos
oleosos 0 acuosos, y pueden contener agentes de formulaciébn como agentes para suspension, estabilizacion y/o
dispersion.

Las formulaciones farmacéuticas para administracion parenteral incluyen soluciones acuosas de los compuestos activos

en forma soluble en agua. Ademas, las suspensiones de los compuestos activos pueden prepararse como suspensiones
apropiadas de inyeccion oleosa. Los solventes o vehiculos lipofilicos adecuados incluyen aceites grasos tales como el
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aceite de sésamo, o ésteres sintéticos de acidos grasos, tales como el oleato de etilo o triglicéridos, o liposomas. Las
suspensiones acuosas para inyeccion pueden contener sustancias que aumentan la viscosidad de la suspension, tales
como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol o dextrano. Opcionalmente, la suspension también puede contener
estabilizadores adecuados o agentes que aumentan la solubilidad de los compuestos para permitir preparaciones con
soluciones de alta concentracion.

Alternativamente, los compuestos activos pueden encontrarse en forma de polvo para constitucidon con un vehiculo
adecuado, por ejemplo, agua estéril libre de pirdbgenos, antes de su uso.

Los compuestos también pueden formularse en composiciones rectales o vaginales, tales como supositorios o0 enemas
de retencion, por ejemplo, que contengan bases de supositorio convencionales tales como manteca de cacao u otros
glicéridos.

Ademas de las formulaciones descritas anteriormente, C2'epiAmB pueden formularse ademas como una preparacion de
depdsito. Estas formulaciones que actuan a largo plazo, pueden formularse con materiales poliméricos o hidréfobos
adecuados (por ejemplo, como una emulsion en un aceite aceptable) o resinas de intercambio idnico, o como derivados
escasamente solubles, por ejemplo, como una sal escasamente soluble.

Las composiciones farmacéuticas pueden comprender ademas portadores o excipientes en fase solida o en gel
adecuados. Los ejemplos de tales portadores o excipientes incluyen, pero no se limitan, a carbonato de calcio, fosfato de
calcio, varios azucares, almidones, derivados de celulosa, gelatina y polimeros tales como polietilenglicoles.

Las formas de preparacion farmacéutica liquidas o sélidas adecuadas son, por ejemplo, soluciones acuosas o salinas
para inhalacién, microencapsuladas, encocleadas, recubiertas con particulas de oro microscépicas, contenidas en
liposomas, nebulizados, aerosoles, bolitas para implantacién en la piel, o secados sobre un objeto afilado para ser frotado
en la piel. Las composiciones farmacéuticas también incluyen granulos, polvos, tabletas, tabletas recubiertas,
(micro)capsulas, supositorios, jarabes, emulsiones, suspensiones, cremas, gotas o preparaciones con liberacion
prolongada de compuestos activos, en cuya preparacion los excipientes y aditivos y/o los auxiliares tales como
desintegrantes, aglutinantes, agentes de recubrimiento, agentes inflamatorios, lubricantes, aromatizantes, edulcorantes o
solubilizantes se usan habitualmente como se describe anteriormente. Las composiciones farmacéuticas son adecuadas
para su uso en una variedad de sistemas de administracion de farmacos. Para una revisién breve de los métodos de
suministro de farmacos, ver Langer, Science 249:1527-33 (1990).

C2'epiAmB y opcionalmente otros productos terapéuticos pueden administrarse per se (puras) o en forma de una sal
farmacéuticamente aceptable. Las sales deben ser farmacéuticamente aceptables cuando se usan en la medicina, pero
las sales que no son farmacéuticamente aceptables pueden usarse convenientemente para preparar sales
farmacéuticamente aceptables de las mismas. Estas sales incluyen, pero no se limitan a, las preparadas a partir de los
siguientes acidos: acido clorhidrico, bromhidrico, sulfurico, nitrico, fosférico, maleico, acético, salicilico, p-toluenosulfénico,
tartarico, citrico, metanosulfénico, férmico, maldnico, succinico, naftaleno-2-sulfénico y bencenosulfonico. Ademas, tales
sales pueden prepararse como sales de metales alcalinos o alcalinotérreos, tales como sales de sodio, potasio o calcio
del grupo del acido carboxilico.

Los agentes tamponantes adecuados incluyen: acido acético y una sal (1-2 % p/v); acido citrico y una sal (1-3 % p/v);
acido bdrico y una sal (0,5-2,5 % p/v); y acido fosfoérico y una sal (0,8-2 % p/v). Los conservantes adecuados incluyen
cloruro de benzalconio (0,003-0,03 % p/v); clorobutanol (0,3-0,9 % p/v); parabenos (0,01-0,25 % p/v) y timerosal (0,004-
0,02 % p/v).

Las composiciones farmacéuticas de la invencién contienen una cantidad eficaz de C2'epiAmB y opcionalmente agentes
terapéuticos incluidos en un portador farmacéuticamente aceptable. El término "portador farmacéuticamente aceptable”
significa uno o mas de soélido o relleno liquido compatible, diluyentes o sustancias de encapsulacion que son adecuadas
para la administracion en un ser humano u otro animal vertebrado. El término "portador" denota un ingrediente organico
o inorganico, natural o sintético, con el cual el ingrediente activo se combina para facilitar la aplicacién. Los componentes
de las composiciones farmacéuticas ademas son capaces de ser mezclados con los compuestos de la presente invencion,
y entre si, de manera tal que no haya interaccion que pueda afectar substancialmente la eficiencia farmacolédgica deseada.

El(Los) agente(s) terapéutico(s), incluido especificamente, pero sin limitacion, C2'epiAmB, puede proporcionarse en
particulas. Las particulas como se usa en la presente descripcion significan nanoparticulas o microparticulas (o en algunos
casos particulas mas grandes) las cuales pueden consistir en todo o en parte del compuesto de la invencion o el(los)
otro(s) agente(s) terapéutico(s) como se describen en la presente descripcion. Las particulas pueden contener el(los)
agente(s) terapéutico(s) en un nucleo rodeado por un recubrimiento, que incluye, pero no se limita a, un recubrimiento
entérico. El(Los) agente(s) terapéutico(s) pueden dispersarse ademas a todo lo largo de las particulas. El(Los) agente(s)
terapéutico(s) pueden adsorberse ademas en las particulas. Las particulas pueden ser de cualquier orden de cinética de
liberacioén, que incluyen la liberacién de orden cero, de primer orden, de segundo orden, la liberacion retardada, sostenida,
inmediata, o una combinacién de las mismas, etc. La particula puede incluir ademas el agente terapéutico, cualquiera de
los materiales usados habitualmente en la técnica de farmacia y medicina, que incluyen, pero no se limitan a, material
erosionable, no erosionable, biodegradable, o no biodegradable o combinaciones de los mismos. Las particulas pueden
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ser microcapsulas que contienen el compuesto de la invencién en una solucién o en un estado semisoélido. Las particulas
pueden ser virtualmente de cualquier forma.

Tanto los materiales poliméricos no biodegradables como los biodegradables pueden usarse en la fabricacion de las
particulas para la administracion del(de los) agente(s) terapéutico(s). Tales polimeros pueden ser polimeros naturales o
sintéticos. El polimero se selecciona basado en el periodo de tiempo durante el cual se desea la liberacion. Los polimeros
bioadhesivos de interés particular incluyen hidrogeles bioerosionables descritos en Sawhney H S y otros (1993)
Macromolecules 26:581-7, cuyas ensefianzas se incorporan en la presente descripcion. Estos incluyen los acidos
polihialurénicos, caseina, gelatina, glutina, polianhidruros, acido poliacrilico, alginato, quitosano, poli(metil metacrilatos),
poli(etil metacrilatos), poli(butil metacrilato), poli(isobutil metacrilato), poli(hexil metacrilato), poli(isodecil metacrilato),
poli(lauril metacrilato), poli(fenil metacrilato), poli(metil acrilato), poli(isopropil acrilato), poli(isobutil acrilato), y poli(octadecil
acrilato).

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

El uso de un implante de liberacion sostenida a largo plazo puede ser particularmente adecuado para el tratamiento de
afecciones croénicas. La liberacion a "largo plazo", como se usa en la presente descripcion, significa que el implante se
construye y dispone para que suministre niveles terapéuticos del ingrediente activo durante al menos 7 dias y
preferentemente durante 30-60 dias. Los implantes de liberacion sostenida a largo plazo son bien conocidos por los
expertos en la técnica e incluyen algunos de los sistemas de liberacion descritos anteriormente.

Una vez descrita en detalle la presente invencion, la misma se comprendera de forma mas clara como referencia a los
siguientes ejemplos, los que se incluyen adjuntos solo para propdsitos de ilustracion y no pretenden ser limitantes de la
invencion.

EJEMPLOS
Métodos Generales
Materiales

Los materiales comercialmente disponibles se adquirieron de Sigma-Aldrich, Alfa Aesar, Strem o Fisher Scientific, y se
usaron sin purificacion adicional a menos que se indique lo contrario. La anfotericina B fue un regalo generoso de Bristol-
Myers Squibb Company. El acido canforsulfonico se recristalizé a partir de acetato de etilo antes de su uso. Todos los
solventes se dispensaron de un sistema de purificacién de solventes que purifica los solventes al pasarlos a través de
columnas empaquetadas de acuerdo con el método de Pangborn y colegas (THF, Et,O, CH»Clz, CH3N, dioxano, hexanos:
alumina neutra seca; benceno, tolueno: alumina neutra seca y reactivo Q5; DMSO, DMF, CH3zOH: tamices moleculares
activados). Ermishkin, LN y otros (1976) Nature 262:698-699. El agua fue doblemente destilada u obtenida de un sistema
de purificacion de agua MilliQ Millipore (Billerica, MA). La trietilamina se destil6 recién en una atmosfera de nitrogeno de
CaHo,. El acido (+)-10-canforsulfénico se recristalizé a partir de EtOAc.

Reacciones

Debido a la sensibilidad a la luz y al aire de los polienos, todas las manipulaciones de los polienos se llevaron a cabo en
condiciones de poca luz y los compuestos se almacenaron en una atmdsfera de argén. Todas las reacciones se realizaron
en material de vidrio secado al horno (~125 ° C) o al fuego, bajo una atmdsfera de argén a menos que se indique lo
contrario. Las reacciones se monitorearon por cromatografia analitica en capa fina realizada con el uso del solvente
indicado en placas F2s4 de gel de silice 60 E. Merck (0,25 mm). Los compuestos se visualizaron con el uso de una lampara
UV (A2s4) 0 se tifieron con una solucion de tincion de p-anisaldehido, seguido de un calentamiento con una pistola de calor
Varitemp. La cromatografia rapida en columna se llevé a cabo con el uso de gel de silice 60 de Merck (230-400 mesh).

Purificacion y Analisis

Los espectros de "NMR H se registraron a temperatura ambiente con el uso de uno de los siguientes instrumentos: Varian
Unity 500 (500 MHz), Varian VXR 500 (500 MHz) o Varian Unity Inova 500NB (500 MHz). Los desplazamientos quimicos
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se informan en partes por millén (ppm) hacia campos bajos de tetrametilsilano y se hace referencia al protio residual en
el solvente de NMR (CDCls, 8 = 7,26; (CD3).CO, & = 2,05, linea central). Los datos espectrales se presentan de la siguiente
manera: desplazamiento quimico, multiplicidad (s = singlete, d = doblete, t = triplete, q = cuarteto, sext = sexteto, dd =
doblete de dobletes, dt = doblete de tripletes, ddd = doblete de doblete de dobletes, m = multiplete, b = amplio, aplicacién
= aparente), constante de acoplamiento (J) e integracion. os espectros de 3G NMR se registraron a temperatura ambiente con
el uso de uno de los siguientes instrumentos: Instrumento Varian VXR 500 (125 MHz), Varian Unity 500 (125 MHz) o
Varian Unity 400 (101 MHz). Los desplazamientos quimicos se informan en ppm hacia campos bajos de tetrametilsilano
y se hace referencia a resonancias de carbono en el solvente de NMR (CDCls3, 6 = 77,16, linea central; CD3C(O)CDs3, 6 =
29,84, linea central). Los espectros de masas de alta resolucion (HRMS) se adquirieron por el Sr. Pulin Wang, el Sr.
Furong Sun o el Dr. Haijun Yao en el Laboratorio de Espectrometria de Masas de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad de lllinois. Los datos se informan en forma de m/z. El analisis de cromatografia de gases se realizé en un
instrumento Agilent Technologies 7890A.

Determinacion del coeficiente de extincion

Una muestra del compuesto seco se pesé en un vial tarado con el uso de una microbalanza Mettler Toledo MT5. Esta
muestra se disolvié después en DMSO para crear una solucion madre concentrada. Una porcién de esta solucién madre
concentrada se diluy6 por un factor de cinco con DMSO para crear una solucion madre diluida. Para lograr la concentracion
final para los experimentos de UV/Vis, se diluyé un volumen de la solucién madre diluida a 0,5 ml con MeOH. Para cada
compuesto, se realizaron experimentos de UV/vis con el uso de cinco concentraciones finales diferentes, y cada una se
preparé tres veces para obtener una absorbancia promedio. La absorbancia promedio se graficé en funciéon de la
concentracion. Los datos se ajustaron con un ajuste lineal de minimos cuadrados con el uso de Excel, y la pendiente de
la linea ajustada se us6 como el coeficiente de extincion. Los coeficientes de extincion fueron los siguientes: AmB (€406 =
164,000), AmdeB (g406 = 102,000), C2'deOAmMB (€406 = 73,000).

Ejemplo 1. Sintesis de C2'epiAmB

En la sintesis de primera generacion de C2'epiAmB, la sintesis de Carreira de C2'epiAmE se modificd para permitir el
acceso al material desprotegido. Especificamente, se emple6 un éster alilico facilmente eliminable en la posicion C41. Se
sintetizo C2'epiAmB empleando una ruta anteriormente informada a la aglicona 5.5°%5 completamente protegido con el
donante de micosamina y las condiciones de glicosilacion anteriormente usadas en la construccion de C3'deNHAnIB®
(figura 3).

Aunque la sintesis de C2'epiAmB fue posible a partir de una ruta de glicosilacién hibrida similar a la de C2'deOAmB* y
C3'deNHAmMBS®, se not6 que la metodologia de acilacion selectiva de sitio de AmB anteriormente informada podria
proporcionar una sintesis mas eficiente y practica de C2'epiAmB'".

En la sintesis de la segunda generacion de C2'epiAmB, descrita en la figura 4, se empled una estrategia de grupo protector
diferente. El Aloc se instalé como grupo protector en el nitrégeno. El carboxilato C41 se protegié con un grupo alilo. Ambos
grupos se eliminarian concomitantemente en el paso final con Pd(PPhs)s y acido tiosaliscilico. Los cetales de PMP fueron
criticos para la metodologia de acilacion selectiva y podrian eliminarse simultdneamente con el metilcetal C13 como
penultimo paso en condiciones ligeramente acidas. Se usaron grupos éter de dietilisopropil sililo (DEIPS) porque son lo
suficientemente resistentes como para sobrevivir a la hidrélisis mediada por KCN de ambos productos intermedios de
benzoato C2', pero se eliminan facilmente en condiciones de piridina HF tamponada con piridina".

En el sentido hacia delante, el grupo Aloc, el hemicetal, los cetales PMP y los grupos alilo se instalaron en tres etapas
desde AmB con una separacion cromatografica que proporciona 5.11 con un rendimiento del 55 %. En este punto, el C2'-
OH de 5.11 se acil6 selectivamente con cloruro de p-tercbutilbenzoilo en las condiciones anteriormente informadas, para
generar 4.12 con un rendimiento preparativamente Util del 30 %. Los grupos DEIPS se instalaron con el uso del triflato
correspondiente, que proporciona 5.13 con un rendimiento del 72 %. La hidrdlisis posterior mediada por KCN del benzoato
de p-tercbutilo C2' proporcion6 C2'-OH libre 5.14 con un rendimiento del 63 %. La inversion de C2'-OH de 5,14 procedio
en condiciones de Mitsunobu, que proporciona p-nitrobenzoato ecuatorial a C2' 5.15 con un rendimiento del 65 %. El C2'-
nitrobenzoato resultante 5.15 se escindié en condiciones de KCN similares para generar C2'epiAmB completamente
protegido 5.16. Tres etapas de desproteccion global permanecen en la 29 via de generacion para C2'epiAmB: 1)
desililacion de HF-piridina; 2) hidrdlisis cetal con acido trifluoroacético en DMF; y 3) eliminacion concomitante de los grupos
alil éster y aloc con Pd(PPhs). y acido tiosalicilico.

Los detalles de la sintesis descrita en la figura 3 y la figura 4 son los siguientes.

Sintesis del producto intermedio 5.2
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Ac;0
H DMAP H
PMBOiOlMe piridina, DCM PMBOmMQ
e
HO” " Notes 0°C. 18 min Ac0” > NoTBS
N3 87% Ny
51 5.2

A una solucién agitada de azido alcohol 5.1 (1,14 g, 2,69 mmol, 1,0 equivalentes) y piridina (2,17 ml, 26,87 mmol, 10,0
equivalentes) en 27 ml de DCM a 0 °C en un matraz de fondo redondo de 100 ml se afiadieron secuencialmente anhidrido
acético (1,27 ml, 13,4 mmol, 5,0 equivalentes) y DMAP (16,4 mg, 0,135 mmol, 0,05 equivalentes). Después de 15 min, la
solucion se calento a 23 °C, se agité durante 10 min, se vertié en un embudo separador que contenia Et;0 y bicarbonato
acuoso saturado. La capa acuosa se extrajo con Et,0 (3 x 20 ml) y las capas organicas combinadas se secaron sobre
sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a presion reducida. La piridina se elimin6 azeotrépicamente con benceno
(3 x 15 ml). El producto purificado por cromatografia rapida (gradiente de elucion, EtoAc:Hex al 5 % a EtoAc:Hex al 10 %)
proporcioné acetato 5.2 (1,09 g, 2,34 mmol, 87 %) como un aceite transparente e incoloro.
PMBOHiOIMQ
AcO” > NoTBS

N3

5.2
Rf= 0,65 (Et2O/Hex 1:1, tincién de CAM)
'H NMR: (500 MHz, CD3C(0O)CDs) 6 7,33 - 7,28 (m, 2H), 6,95 - 6,90 (m, 2H), 4,97 (d, J = 3,7 Hz, 1H), 4,68 (d, J = 11,8
Hz, 1H), 4,64 (dd, J = 10,6, 3,7 Hz, 1H), 4,47 (d, J = 11,7 Hz, 1H), 3,80 (s, 3H), 3,77 - 3,72 (m, 2H), 3,23 (t, J = 9,2 Hz,
1H), 2,09 (s, 1H), 2,07 (s, 3H), 1,24 (d, J = 6,2 Hz, 3H), 0,93 (s, 11H).
HRMS (ESI)

Calculado para C22H3sN306Si (M + Na) +: 488,2193
Encontrado: 488,2193

Sintesis del producto intermedio 5.3

H DDQ
PMBOIO):ME DCM, H,0 HOIOIMe
-
AcO” Y oTBS 0°Ca 23°C AcO” " ToTBS
Nj 12h 89% N;
5.2 5.3

A una solucion agitada de acetato 5.2 (1,09 g, 2,34 mmol, 1,0 equivalentes) en una mezcla de DCM:H;0 (23,4 ml, 10:1)
a 0 °C en un vial iChem de 40 ml cubierto con papel de aluminio se le afiadié DDQ (623 mg, 2,81 mmol, 1,2 equivalentes).
Después de 5 min, la reaccion se calent6 a 23 °C, se agitd durante 12 horas y se vertié en un embudo de decantacion
que contenia Et,O y bicarbonato acuoso saturado. Los productos organicos se lavaron con salmuera saturada. Las capas
acuosas combinadas se extrajeron con Et;O (3 x 20 ml) y las capas organicas combinadas se secaron sobre sulfato de
sodio, se filtraron y se concentraron a presion reducida. La purificacion por cromatografia rapida (SiO2, gradiente de
elucién, EtoAc:Hex al 10 %, a EtoAc:Hex al 15 % a EtoAc:Hex al 20 %) proporcioné hemicetal 5.3 (716 mg, 2,07 mmol,
89 %) como un aceite transparente e incoloro.

HO O_..Me

AcOJ/\l OTBS

Ny
5.3

Rf= 0,45 (EtO/Hex 1:1, tincién de CAM)

"H NMR: "H NMR (500 MHz, CD3C(O)CDs3) & 5,23 (d, J = 3,7 Hz, 1H), 4,61 (dd, J = 10,5, 3,6 Hz, 1H), 3,92 (dq, J = 9,2,
6,3 Hz, 1H), 3,77 (dd, J= 10,5, 9,2 Hz, 1H), 3,19 (t, J = 9,2 Hz, 1H), 2,09 (s, 3H), 2,08 (d, J = 1,7 Hz, 1H), 1,24 (d, J=6,2
Hz, OH), 1,19 (d, J = 6,3 Hz, 4H), 0,94 (s, 10H), 0,93 (s, 2H), 0,21 (d, J = 3,3 Hz, 4H), 0,15 (s, 4H).

HRMS (ESI)

Calculado para C14H27N305Si (M + Na)*: 368,1618
Encontrado: 368,1620
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Sintesis del producto intermedio 5.4

CI5C.__NH
Cl,.CCN N
HO O Me Cs,CO5 0.0 Me
D G
AcOJ/\:/\LOTBS DCM, 23 °C AcO” Y TOTBS
Na 30 min 93% N,
5.3 5.4

A una solucién agitada de hemicetal 5.3 (716 mg, 2,07 mmol, 1,0 equivalentes) en 10,35 ml de DCM, a 23 °C en un vial
iChem de 40 ml se le afiadieron secuencialmente tricloroacetonitrilo (1,04 ml, 10,35 mmol, 5,0 equivalentes) y carbonato
de cesio (337,2 mg, 1,03 mmol, 0,5 equivalentes). Después de 30 min, la reaccion se vertié en un embudo separador que
contenia hexanos y agua. Las capas se separaron, la fase acuosa se extrajo con hexano (3 x 30 ml) y las capas organicas
combinadas se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a presion reducida. El agua exdgena se
eliminé azeotropicamente con benceno (3 x 10 ml) y se uso tricloroacetimidato 5.4 sin purificacion adicional en la reaccion
posterior. Como este producto no era estable, se us6 inmediatamente después de la formacion o se congeld en una matriz
de argdn benceno.

ClsC YNH

0o__0_ .Me

ACOJ/\l oTBS

Ny

5.4

Rf= 0,95 (Et2O/Hex 1:1 con EtsN al 0,1 %, tincién de CAM)

Sintesis del producto intermedio 5.6

L
OH cl

s
@N~ Me
5.5 H OHTf
R=TES hexano,0 °C, 30 min
46%

1:1 B-glucésido:ortoéster

Se sec6 azeotripicamente AmB aglicona 5.5 (2,19 g, 1,34 mmol, 1,0 equivalentes) con benceno (3 x 10 ml) y se dejo en
alto vacio durante toda la noche en un matraz de fondo redondo de 500 ml. Se afadié tricloroacetimidato 5.4 (944 mg,
1,93 mmol, 1,44 equivalentes) al matraz que contenia 5.5 como una solucién en benceno y se concentrd. Se afiadieron
hexanos (70 ml) y posteriormente se enfrié a 0 °C después de que el sistema se colocé bajo una atmdsfera de N2. Se
afiadié 2-cloro-6-metilpiridina (147 ml, 1,34 mmol, 1,0 equivalentes) seguido de triflato de 2-cloro-6-metilpiridinio (186,0
mg, 0,67 mmol, 0,5 equivalentes) como un soélido en una porcion. Después de 8 min se observé un cambio de color de
naranja a amarillo verdoso y una ligera formacion de precipitado. La reaccion se interrumpié 30 min después de la adicion
de la sal triflato vertiéndola en un embudo separador que contenia hexanos y bicarbonato de sodio acuoso saturado. La
fase acuosa se extrajo con hexanos (2 x 50 ml) y las fases organicas posteriores se lavaron con salmuera saturada,
después se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a presion reducida. La purificacion por
cromatografia rapida (gradiente de elucion de EtOAc:Hex 5:95 a EtOAc:Hex 1:9) proporciond una mezcla inseparable 1:1
de B-glucdsido 5.6 y su ortoéster (1,21 g, 46 % de rendimiento) como un solido de color naranja amarillento. Esta mezcla
se llevo a la reaccion posterior donde la escision del grupo acetato proporciona un producto aislable.
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OTES

Rf= 0,73 (EtOAc:Hex 1:9, tincion de CAM)

"H NMR: (500 MHz, CD3C(O)CD3) & 6,52 (ddd, J = 14,0, 10,5, 3,3 Hz, 5H), 6,46 - 5,97 (m, 31H), 5,53 (ddd, J = 14,3, 9,5,
3,6 Hz, 2H), 4,76 - 4,54 (m, 11H), 4,45 (td, J = 10,5, 4,7 Hz, 3H), 4,29 - 4,19 (m, 4H), 4,15 (s, 3H), 4,07 - 3,99 (m, 4H),
3,92 - 3,83 (m, 3H), 3,77 - 3,67 (m, 4H), 3,67 - 3,59 (m, 4H), 3,15 (s, 3H), 3,07 (s, 4H), 2,68 - 2,52 (m, 5H), 2,44 (q, J = 8,3
Hz, 2H), 2,24 (s, 3H), 2,13 - 1,98 (m, 150H), 1,98 - 1,59 (m, 39H), 1,52 (d, J = 12,6 Hz, 3H), 1,28 (d, J = 9,1 Hz, 3H), 1,25
(d, J =6,2 Hz, 7H), 1,18 (d, J = 6,0 Hz, 8H), 1,13 - 0,91 (m, 191H), 0,91 - 0,82 (m, 5H), 0,81 - 0,56 (m, 112H), 0,22 (d, J =
1,2 Hz, 7H), 0,16 (d, J = 3,4 Hz, 7H).

3C NMR: (126 MHz, Acetona) & 172,89, 139,33, 135,50, 134,89, 133,85, 133,69, 133,06, 132,81, 132,76, 131,64, 130,31,
129,83, 119,34, 119,04, 101,55, 98,52, 77,20, 76,93, 75,92, 74,28, 74,20, 72,97, 71,35, 70,50, 69,63, 69,27, 68,93, 67,71,
67,11, 66,27, 66,17, 58,17, 48,33, 48,26, 43,72, 41,49, 32,51, 30,51, 30,35, 30,20, 30,05, 29,89, 29,74, 29,66, 29,58,
27,74, 26,46, 26,38, 24,37, 21,12, 20,18, 19,53, 18,88, 18,81, 18,75, 18,73, 14,58, 11,33, 7,91, 7,88, 7,87, 7,75, 7,69,
7,56, 7,54, 7,48, 7,38, 7,37, 6,68, 6,65, 6,41, 6,13, 6,08, 6,04, 6,02, 5,96, 5,90, 5,86, 1,33, -3,83, -3,86, -4,01, -4,04.
HRMS (ESI)

Calculado para C191H191N301sSis (M + Na)*: 1981,2175
Encontrado: 1981,2169

Sintesis del producto intermedio 5.7

K2COj4, THF, MeOH

0°C, 3h
68%

A una solucién agitada de una mezcla de 5.6 y el correspondiente ortoéster como una mezcla 1:1 (1,01 g, 0,515 mmol,
1,0 equivalentes) en THF:MeOH (51 ml: 51 ml) a 0 °C en un matraz de fondo redondo de 200 ml se afiadié K,OCs; (2,85
g, 20,6 mmol, 40,0 equivalentes). Después de agitar a 0 °C durante 2,5 horas, la reaccion se dejé calentar a 23 °C y se
agitd durante 1,5 h adicionales. La reaccion se traté después transfiriéndola a un embudo separador que contenia
salmuera saturada y hexanos. Las fases organicas combinadas se lavaron con bicarbonato acuoso saturado, seguido de
agua DI, salmuera saturada, y después se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a presion
reducida. La purificacion por cromatografia rapida (gradiente de elucion de EtOAc:Hex isocratico 5:95) proporcioné persilil-
C41alil-C2'epiOH-metilcetal-azidoAmB puro 5.7 (333 mg, 0,174 mmol, 68 % basado en 0,2575 mmol) como un sdlido
amarillo anaranjado.

OTES
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OTES
Me., o¥e _ores

TESO C alilo

H
57 0.0, Me
R=TES
HO” ~"“oTBS

N3

Me*

Rf= 0,62 (EtOAc:Hex 1:9, tincion de CAM)

'"H NMR: (500 MHz, CD3C(O)CD3) & 6,57 - 5,97 (m, 14H), 4,74 - 4,59 (m, 3H), 4,43 (q, J = 6,2, 5,3 Hz, 1H), 4,38 (d, J =
7,5 Hz, 1H), 4,21 (s, 1H), 4,05 (qd, J = 8,1, 7,6, 4,8 Hz, 3H), 3,71 (dt, J = 6,5, 4,5 Hz, 1H), 3,64 (dd, J = 10,6, 4,7 Hz, 1H),
3,35 (ddt, J = 10,3, 4,1, 2,6 Hz, 2H), 3,28 (t, J= 9,4 Hz, 1H), 3,15 (s, 3H), 3,08 (t, J=9,0 Hz, 1H), 2,63 - 2,52 (m, 2H), 2,09
(s, 1H), 1,99 - 1,69 (m, 14H), 1,69 - 1,57 (m, 5H), 1,57 - 1,46 (m, 3H), 1,40 - 1,23 (m, 33H), 1,23 - 1,09 (m, 10H), 1,09 -
0,91 (m, 90H), 0,91 - 0,82 (m, 29H), 0,80 - 0,55 (m, 48H), 0,21 (s, 3H), 0,14 (s, 3H).

13C NMR: (126 MHz, CD;C(O)CD3) & 172,81, 169,91, 134,76, 134,17, 133,32, 132,81, 132,48, 132,00, 131,80, 131,69,
130,73, 130,06, 129,88, 118,41, 101,82, 100,77, 76,58, 76,07, 75,14, 73,90, 73,40, 72,96, 70,94, 70,47, 68,41, 66,87,
66,71, 65,53, 59,87, 56,85, 47,52, 43,65, 42,83, 40,70, 36,83, 36,21, 34,60, 31,66, 29,65, 28,73, 26,87, 25,66, 25,52,
25,15, 22,64, 20,26, 20,17, 19,31, 18,37, 18,10, 18,07, 13,85, 13,71, 11,04, 10,56, 7,03, 7,01, 6,89, 6,77, 6,70, 6,67, 6,53,
5,77, 5,71, 5,55, 5,29, 5,27, 5,24, 5,21, 5,17, 5,02, -4,53, - 4,73.

HRMS (ESI)
Calculado para CggH189N3017Sis (M + Na)*: 1939,2069
Encontrado: 1939,2126

Sintesis del producto intermedio 5.8

HF-pir, piridina,
THF, MeCH (10:1)

0°Cto23°C, 18h
88% 2 cycles

A una solucion agitada de piridina (5 ml, 62 mmol, 351 equivalentes) en MeOH 250 pl en un vial de Teflon de 50 ml a 0
°C se afadio gota a gota un complejo de 70 % de HF-piridina (1,04 ml, 328 equivalentes). A esta solucion se le afiadio
por medio de una canula 5.7 (333 mg, 174 ymol, 1,0 equivalentes) como una solucién en THF (1,5 ml). El vial que contenia
5,7 se lavé con THF (3 x 500 pl) para asegurar la transferencia cuantitativa de material. Luego se dejo calentar la reaccion
a 23 °Cy se agito durante 18 h. La reaccion después se enfrié a 0 °C y se inactivdo mediante la adicion lenta de MeOSiMe3
(excedente bruto) después se dejo calentar a 23 ° C y se agitd durante 1 h. La reaccion se concentré después a presion
reducida y la piridina se eliminé azeotropicamente con benceno (3 x 15 ml). La purificacion por HPLC preparativa de fase
inversa (C1g SiO2, MeCN:H»0 5:95 a 95:5 a 25 ml/min durante 20 min) proporcioné C41alil-C2'epiOH-metilcetal-azidoAmB
5.8 (48,6 mg, 0,047 mmol, 27 % de rendimiento) como un soélido escamoso amarillo. También se recuperd material con
grupos sililo adicionales restantes (111 mg). Este material se volvié a someter a condiciones de reaccion similares
(asumiendo 5.7 completamente sililado como un peso molecular: piridina 585 pl, 7,25 mmol, 125 equivalentes; HF-pir al
70 %, 345 pl, 19 mmol, 328 equivalentes; THF: MeOH 1,2 ml:0,2 ml). Un segundo ciclo y la purificaciéon por HPLC
produjeron 5.8 (152,6 mg, 152 ymol, 88 % de rendimiento combinado) como un soélido escamoso amairillo.
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Rf= 15,68 min (C1sSiO2 HPLC analitica, MeCN:H-0 5:95 a 95:5 durante 20 min, 1 ml/min)

'H NMR: (500 MHz, CD3C(O)CD3) 6 6,55 - 6,15 (m, 23H), 6,06 - 5,89 (m, 3H), 5,54 - 5,46 (m, 2H), 5,41 (dq, J = 17,3, 1,7
Hz, 1H), 5,38 - 5,31 (m, 1H), 5,24 (dq, J = 10,5, 1,5 Hz, 2H), 4,76 - 4,61 (m, 8H), 4,36 - 4,32 (m, 1H), 4,32 - 4,15 (m, 4H),
4,15 - 4,05 (m, 5H), 3,97 (dt, J= 19,0, 4,2 Hz, 3H), 3,91 - 3,84 (m, 2H), 3,84 - 3,71 (m, 5H), 3,64 - 3,49 (m, 12H), 3,44 -
3,26 (m, 9H), 3,22 (d, J = 6,3 Hz, 7H), 3,01 (td, J = 9,0, 5,1 Hz, 2H), 2,49 - 2,20 (m, 8H), 2,17 - 2,08 (m, 3H), 2,04 - 1,72
(m, 13H), 1,71 - 1,53 (m, 16H), 1,53 - 1,39 (m, 12H), 1,21 (qd, J = 7,2, 6,4, 3,1 Hz, 12H), 1,12 (dd, J = 6,9, 3,7 Hz, 6H),
1,02 (t, J = 8,0 Hz, 6H).

13C NMR: (126 MHz, CD;C(O)CD3) & 172,92, 172,30, 137,60, 136,91, 135,04, 134,98, 134,35, 133,89, 133,82, 133,76,
133,68, 133,36, 133,18, 132,79, 131,24, 118,46, 104,39, 102,54, 102,51, 78,81, 77,90, 76,00, 75,24, 75,17, 73,99, 73,54,
72,91, 71,14, 70,63, 69,47, 68,66, 68,30, 67,49, 67,18, 67,06, 65,94, 62,57, 62,36, 56,45, 48,68, 44,49, 43,60, 42,74,
42,43, 41,38, 38,46, 36,82, 33,03, 31,79, 30,66, 30,63, 30,40, 30,31, 30,25, 30,23, 30,19, 30,09, 30,07, 30,01, 27,21,
24,24, 18,97, 18,20, 17,52, 12,46.

HRMS (ESI)
Calculado para Cs1H77N3O+7 (M + Na)*: 1026,5151
Encontrado: 1026,5115

Sintesis del producto intermedio 5.9

OH

OMe

Me.,,

Pd(Ph3)4

acido tiosalicilico

HO. O

“Me
PN

OH OH OH OH O,

DMF, 23 °C, th
69%

El producto intermedio 5.8 (104 mg, 0,135 mmol, 1,0 equivalentes) se secd azeotrépicamente con benceno (3 x 2 ml)
colocado en un alto vacio durante toda la noche en un vial iChem de 20 ml. En la caja, se afiadio Pd (PPhs)s4 (35,9 mg,
0,03105 mmol, 30 % mol) y acido tiosalicilico (79,8 mg, 0,517 mmol, 5,0 equivalentes) seguido de DMF (3,5 ml) y se sell6
bajo una atmosfera de Ar y se agitd durante 1 hora a 23 °C. La reaccion se transfirié gota a gota en Et;O (100 ml) de
agitacion rapida. El precipitado se filtrd a través de una pipeta de 5" que contenia una pequefia pieza de un kim-wipe™
como filtro. La torta del filtro se lavé después con Et;O adicional y después se eluy6 a través del filtro con DMSO. El filtro
se lavo adicionalmente con DMSO minimo. Las fracciones combinadas de DMSO se liofilizaron para producir 5.9 (68,9
mg, 0,714 mmol, 69 %) como un polvo amarillo y se llevo a la reaccién siguiente sin purificacion adicional. Por HPLC
analitica se observod la conversién completa en un solo pico.
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Rf= 18,7 min (C1gSiO2, HPLC analitica, MeCN:H,0 5:95 a 95:5 p/0,1 % de acido férmico durante 20 min, 1 ml/min)
HRMS (ESI)

Calculado para CsgHzsN3O47 (M + Na)*: 986,4838
Encontrado: 986,4825

Sintesis del producto intermedio 5.10

CSA
THF, H,0

23°C, 2h
45%

5.10 HO OH

A una solucién agitada de 5.9 (68,9 mg, 0,0715 mmol, 1,0 equivalentes) en THF:H2O (1,59 ml: 0,8 ml 2:1) en un vial de 7
ml a 23 °C se afadio CSA (4,5 mg, 0,0178 mmol, 0,25 equivalentes) y se agité durante 2 h. Se afiadié bicarbonato acuoso
saturado (0,5 ml) y después se filtr6 a través de filtros de HPLC seguido de una purificacion por HPLC preparativa de fase
inversa (C1SiO2, MeCN:H20 5:95 a 95: 5 con acido féormico al 0,1 % durante 25 min a 25 ml/min) rindiendo 5.10 (30,8
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mg, 32,2 umol, 45 %) como un polvo amarillo.

Rf= 19,3 min (C1SiO, HPLC analitica, MeCN:H20 5:95 a 95:5 durante 20 min, 1 ml/min)

HRMS (ESI)

Calculado para C47H71N3O+7 (M + Na)*:

Encontrado:

Sintesis de C2'epiAmB

20

972,4681
972,4661
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PMej
DMSO, H,0

55 °C, 6h
91%

A una solucion agitada de 5.10 (30,8 mg, 32,2 ymol, 1,0 equivalentes) en DMSO (1,1 ml) y H2O (58 ul, 100 equivalentes)
en un vial de 7 ml a 23 °C bajo atmdsfera de Ar se afiadié PMes como una solucién 1,0 M en THF (97 pl, 97,0 pmol, 3,0
equivalentes) y después se calenté a 55 °C durante 6 h. La reaccion se concentré después a presion reducida seguido
de una purificacion por HPLC preparativa de fase inversa (C1SiO2, MeCN:NH4OAc 5:95 a 95:5 (15 mM) durante 20 min
a 25 ml/min) rindiendo C2'epiAmB (11,2 mg, 17,2 umol, 54 %) como un polvo amarillo.

Rf= 11,17 min (C1SiO2 HPLC analitica, MeCN:NH4OAc 5:95 a 95:5 (5 mM) durante 20 min, 1 ml/min)

Coeficiente de extincién: 92,000 cm?/ mol

"H NMR: (500 MHz, CD3S(O)CDs) 6 6,55 - 6,03 (m, 10H), 5,97 (dd, J = 15,5, 8,7 Hz, 1H), 5,75 (d, J = 10,9 Hz, 1H), 5,44
(dd, J= 15,0, 10,1 Hz, 1H), 5,34 (s, 1H), 5,21 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 4,89 - 4,71 (m, 3H), 4,62 (d, J = 5,7 Hz, 1H), 4,41 (d, J
= 6,3 Hz, 1H), 4,39 - 4,30 (m, 2H), 4,25 (t, J = 10,5 Hz, 2H), 4,06 (s, 1H), 3,91 (d, J = 10,4 Hz, 1H), 3,49 (d, J = 31,6 Hz,
2H), 3,17 - 3,04 (m, 2H), 3,04 - 2,84 (m, 2H), 2,66 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 2,40 (s, 1H), 2,28 (dd, J = 14,6, 7,5 Hz, 1H), 2,17
(t, J = 8,5 Hz, 2H), 2,05 - 1,68 (m, 5H), 1,65 - 1,47 (m, 5H), 1,47 - 1,29 (m, 7H), 1,24 (q, J = 5,6, 4,6 Hz, 6H), 1,20 - 1,08
(m, 6H), 1,04 (t, J=7,4 Hz, 3H), 0,91 (d, J= 7,1 Hz, 3H), 0,86 (td, J = 7,1, 4,2 Hz, 1H).

HRMS (ESI)

Calculado para C47H73NO17 (M + H)*: 924,4957
Encontrado: 924,4960

Sintesis del producto intermedio 5.11
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1. Aloc-succinimida
piridina, DMF, MeOH
23°C.n,16h

2. anisaldehido dimetilacetal

CSA, THF, MeCH

OO Me 23°C, 1h
AmB 3. Bromuro de alilo, base de Hunig
HO = OH DMF, MeOH, 23°C. 8 h
NH; 51 % en tres etapas
A

A una suspension agitada de AmB (4,0 g, 4,3 mmol, 1,0 equivalentes) en DMF:MeOH (75 ml:75 ml) en un fondo redondo
de 300 ml a 23 °C, se afiadié secuencialmente, piridina (5,0 ml, 50,0 mmol, 11,5 equivalentes) y aloc-succinimida (2,4 g,
12,05 mmol, 2,8 equivalentes). Después de agitar durante 16 h a 23 °C, la solucion naranja oscura y homogénea se vertié
lentamente en Et,0 (3,5 1) en agitacion rapida. La suspension amarilla se filtr6 a través de papel de filtro Whatman™ 42 y
se lavo con Et;0 (3 x 100 ml) antes de que la torta se dejara secar completamente. El polvo amarillo de aloc-AmB
completamente seco (4,3 mmol, cuantitativo) se llevé a la reaccion posterior sin purificacion adicional.

A una suspension agitada de aloc-AmB (4,3 mmol, 1,0 equivalentes) en MeOH (35 ml, 0,1 M) en un matraz de fondo
redondo de 300 ml a 23 °C se afiadi6 anisaldehido dimetilacetal (4,0 ml, 23,5 mmol, 5,5 equivalentes) y se agité durante
10 min hasta que se formd una suspension muy fina y uniforme. Luego se afiadi6 CSA (250 mg, 1,08 mmol, 0,25
equivalentes) como un solido cristalino blanco en una porcion. Después de agitar a 23 °C durante 30 min, se afiadi6 EtsN
(~160 pl) seguido de THF (81 ml para diluir hasta 0,03 M). La reaccién se vertié lentamente en hexano con agitacion
rapida (3,5 I). La suspension amarilla posterior se filtrd a través de papel de filtro Whatman 42 y se lavé con Et,0 (3 x 100
ml) antes de que la torta se dejara secar completamente. El aloc-bisPMP-metilcetal completamente seco (4,3 mmol,
cuantitativo) se llevé a la reaccion posterior como un polvo amarillo sin purificacion adicional.

A una suspension agitada de aloc-bisPMP-metilcetal (4,0 g, 4,3 mmol, 1,0 equivalentes) en DMF:MeOH (10:1) en un fondo
redondo de 300 ml a 23 °C, se afiadié secuencialmente, la base de Hunig (3,75 ml, 21,5 mmol, 5,0 equivalentes) y bromuro
de alilo (11,2 ml, 129,0 mmol, 30 equivalentes). Después de agitar durante 8 h a 23 °C, la solucion homogénea de color
naranja oscuro se transfiri6 a un embudo separador que contenia EtOAc y H>O desionizada (1:1). La fase organica se
lavé con agua (3 x 200 ml) seguido de salmuera. Las fases acuosas combinadas se extrajeron con EtOAc. Las fases
organicas combinadas se lavaron con salmuera saturada y se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se
concentraron a presion reducida. La purificacion por cromatografia rapida (SiO;, gradiente de elucion de
EtOAc:Hex:MeOH 50:49:1 a EtOAc:Hex:MeOH 75:24:1) proporcion6 5.12 (2,83 g, 2,19 mmol, 51 %) como un solido
naranja.

Rf= 0,21 (EtOAc:Hex:MeOH 50:49:1)

'"H NMR: (500 MHz, CD3C(O)CD3) 6 7,43 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,38 - 7,33 (m, 2H), 6,90 - 6,82 (m, 4H), 6,48 - 6,18 (m, 11H),
6,05 - 5,84 (m, 3H), 5,59 (dd, J= 14,3, 9,3 Hz, 1H), 5,52 (s, 1H), 5,46 (s, 1H), 5,45 - 5,38 (m, 1H), 5,28 - 5,22 (m, 1H), 4,71
- 4,62 (m, 3H), 4,60 (d, J=7,0 Hz, 1H), 4,53 (q, J = 7,2, 4,6 Hz, 2H), 4,17 (tt, J = 10,4, 6,0 Hz, 2H), 3,95 (dd, /= 9,9, 6,9
Hz, 3H), 3,79 (d, J = 2,9 Hz, 7H), 3,77 - 3,66 (m, 3H), 3,61 (td, J = 9,0, 3,2 Hz, 1H), 3,45 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 3,39 (p, J =
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6,8 Hz, 2H), 3,33 (q, J = 8,6 Hz, 3H), 3,08 (s, 2H), 2,36 - 2,25 (m, 3H), 1,96 - 1,88 (m, 2H), 1,88 - 1,78 (m, 3H), 1,73 (dt, J
=16,4, 8,1 Hz, 3H), 1,69 - 1,42 (m, 8H), 1,41 - 1,21 (m, 28H), 1,19 (p, J = 5,2 Hz, 4H), 1,13 - 1,08 (m, 5H), 1,02 (d, J=7,1
Hz, 4H), 0,95 (d, J = 6,6 Hz, 2H), 0,87 (dt, J = 12,0, 7,0 Hz, 22H).
HRMS (ESI)

Calculado para C71HgsNO2¢ (M + Na)*: 1320,6294

Encontrado: 1320,6285

Sintesis del producto intermedio 5.12

H DIEPA, DMAP

OO\ Me THF, 23 °C, 50 min
U 30%

El producto intermedio 5.11 (2,83 g, 2,18 mmol, 1,0 equivalentes) se secd azeotropicamente con benceno (3 x 10 ml) y
se colocé a alto vacio durante toda la noche en un matraz de fondo redondo de 300 ml. Al producto intermedio 5.11 se
afiadié THF (74 ml) seguido de DIPEA (0,61 ml, 3,49 mmol, 1,6 equivalentes). En un matraz de fondo redondo de 200 ml
separado se afadié secuencialmente, THF (46 ml), DMAP (426 mg, 3,49 mmol, 1,6 equivalentes) y cloruro de p-
tercbutilbenzoilo gota a gota (595 pl, 3,05 mmol, 1,4 equivalentes) formando un fina suspension blanca. La mayor parte
de esta suspension se afiadié lentamente gota a gota a través de una canula a la solucion de THF, DIPEA y 5.11 durante
50 min hasta que la mayoria del material de partida se convirtié segun el criterio de TLC. La reaccion se diluyé con EtOAc
y se transfirié a un embudo separador que contenia bicarbonato de sodio saturado acuoso y se extrajo con EtOAc. Las
fases organicas combinadas se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a presion reducida. La
purificacion por cromatografia rapida (SiO», gradiente de elucion EtOAc:Hex:MeOH isocratico 65:33:2) proporcion6 5.11
(930 g, 0,654 mmol, 30 % de rendimiento) como un sélido naranja.

Rf= 0,24 (EtOAc:Hex:MeOH 65:33:2)

'"H NMR: (500 MHz, CD3C(O)CDs) & 8,07 - 7,89 (m, 2H), 7,64 - 7,48 (m, 2H), 7,38 (ddt, J = 25,4, 8,0, 2,2 Hz, 4H), 6,86
(ddd, J=9,5, 4,6, 2,4 Hz, 4H), 6,46 - 6,11 (m, 10H), 6,10 - 5,96 (m, 3H), 5,96 - 5,82 (m, 3H), 5,82 - 5,65 (m, 1H), 5,58 (d,
J = 3,7 Hz, 1H), 5,52 - 5,38 (m, 2H), 5,33 - 5,18 (m, 1H), 5,11 (td, J = 9,2, 7,5, 3,9 Hz, 1H), 4,88 (s, OH), 4,73 - 4,56 (m,
2H), 4,49 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 4,24 - 4,10 (m, 1H), 4,01 - 3,82 (m, 2H), 3,82 - 3,75 (m, 4H), 3,75 - 3,63 (m, 1H), 3,59 (td, J=
9,6, 6,1 Hz, 1H), 3,56 - 3,46 (m, 1H), 3,45 - 3,34 (m, 1H), 2,85 (s, 1H), 2,60 (s, 1H), 2,45 - 2,35 (m, 1H), 2,35 - 2,23 (m,
1H), 2,02 - 1,94 (m, 1H), 1,91 - 1,82 (m, 1H), 1,80 - 1,40 (m, 6H), 1,36 (d, J = 3,6 Hz, 8H), 1,32- 1,26 (m, 3H), 1,22 - 1,15
(m, 2H), 1,12 (d, J = 6,7 Hz, 2H), 1,01 (d, J = 7,1 Hz, 2H).

HRMS (ESI)
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Calculado para CgzH107NO22 (M + Na)*: 1480,7182
Encontrado: 1480,7172

Sintesis del producto intermedio 5.13

DEIPSOT
2 6-lutidina

0°C

U hexanos:DCM (1:1)
/@)k OH 1h, 80 %

El producto intermedio 5.12 (910 mg, 0,624 mmol, 1,0 equivalentes) se secé azeotrépicamente con benceno (3 x 10 ml)
y se colocé en alto vacio durante toda la noche en un matraz de fondo redondo de 300 ml. Al producto intermedio 5.13 se
afiadié DCM (10,5 ml) y hexanos (10,5 ml) seguido de 2,6-lutidina recién destilada (654 pl, 5,61 mmol, 9,1 equivalentes)
y se enfrid a 0 °C. Se afadié DEIPSOTf (743 pl, 3,74 mmol, 6,0 equivalentes) gota a gota durante 10 min y se agitd
durante otra hora. La reaccion se transfirio a un embudo separador que contenia Et,O y bicarbonato acuoso saturado y
se extrajo con Et;0. Las fases organicas combinadas se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a
presion reducida. La purificacion por cromatografia rapida (SiO-, gradiente de elucion de EtOAc:Hex 1:9 a EtOAx:Hex 1:4)
proporcioné 5.13 (980 mg, 0,5 mmol, 80 % de rendimiento) como un soélido naranja.

ODEIPS

OMe

.ODEIPS

° o] U O_..Me
5.13 |
0" "~ 0DEIPS
Bu NSO

Rf= 0,21 (EtOAc:Hex 1:4)

"H NMR: (500 MHz, CD3C(0)CD3) 5 8,07 - 7,95 (m, 2H), 7,65 - 7,54 (m, 2H), 7,37 - 7,31 (m, 4H), 6,94 - 6,81 (m, 6H), 6,41
- 6,32 (m, 5H), 6,32 - 6,24 (m, 3H), 6,20 - 6,13 (m, 3H), 6,10 - 5,84 (m, 4H), 5,72 (ddd, J = 21,6, 15,2, 6,4 Hz, 2H), 5,52 (d,
J =3,3Hz, 1H), 5,45 (q, J = 1,6 Hz, OH), 5,41 (d, J = 10,3 Hz, 3H), 5,34 (dt, J = 10,3, 1,4 Hz, 1H), 5,27 (dq, J = 17,3, 1,8
Hz, 1H), 5,13 (dq, J = 10,4, 1,5 Hz, 1H), 4,91 (d, J = 1,1 Hz, 1H), 4,75 (s, 1H), 4,71 - 4,62 (m, 2H), 4,62 - 4,55 (m, 2H),
4,52 (dt, J=5,6, 1,6 Hz, 2H), 4,33 - 4,25 (m, 1H), 4,19 - 4,08 (m, 1H), 4,07 - 3,94 (m, 1H), 3,93 - 3,81 (m, 3H), 3,81 - 3,73
(m, 10H), 3,72 - 3,60 (m, 4H), 3,51 (dq, J = 8,8, 6,1 Hz, 1H), 2,75 (s, 3H), 2,53 - 2,39 (m, 2H), 2,27 (dd, J = 17,7, 4,4 Hz,
1H), 2,23 - 2,11 (m, 2H), 2,09 (s, 7H), 1,99 - 1,94 (m, 1H), 1,89 (ddt, J = 12,5, 8,0, 3,9 Hz, 1H), 1,78 - 1,56 (m, 5H), 1,56 -
1,41 (m, 4H), 1,37 (d, J = 3,4 Hz, 14H), 1,32 - 1,21 (m, 6H), 1,21 - 1,11 (m, 7H), 1,09 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 1,07 - 0,76 (m,
79H), 0,76 - 0,65 (m, 12H), 0,61 - 0,49 (m, 7H), 0,43 (dqd, J= 14,1, 7,9, 1,7 Hz, 5H).

3C NMR: (126 MHz, CD3sC(O)CD3) & 172,60, 170,01, 166,28, 160,93, 160,80, 157,48, 157,01, 138,66, 135,17, 134,93,
134,66, 134,40, 134,27, 134,01, 133,67, 133,05, 132,92, 132,79, 132,29, 131,26, 130,93, 130,90, 129,29, 129,12, 128,87,
128,47, 127,24, 126,28, 119,43, 117,28, 114,09, 114,08, 113,99, 102,02, 101,18, 100,78, 96,73, 81,57, 75,89, 75,03,
74,97, 7417, 73,14, 73,02, 72,98, 68,92, 66,82, 65,95, 65,84, 58,56, 57,01, 55,68, 48,58, 43,99, 42,91, 41,29, 38,08,
36,90, 35,90, 33,75, 32,97, 31,64, 30,77, 28,14, 19,27, 18,24, 18,19, 18,07, 18,01, 17,70, 17,68, 14,19, 14,17, 14,03,
13,76,7,94,7,90,7,82,7,77,7,72, 7,71, 7,48, 7,36, 5,21, 5,10, 4,94, 4,89, 4,69, 4,44.

HRMS (ESI)
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Calculado para C11oH171NO22 (M + Na)*: 1993,1268
Encontrado: 1993,1189

Sintesis del producto intermedio 5.14

ODEIPS

KCN
o THF:MeOH
\tl 40°C72h
60%
513 /@*o“‘ <~ NODEIPS
HN.__O.
B TS
0
ODEIPS
Me.,, e obEIPS
DEIPSO, o
Ve P g
O\tOIMe
514 HO™ ™" “ODEIPS
HN\H/O\/\
0

El producto intermedio 5.13 (980 mg, 0,497 mmol, 1,0 equivalentes) se secé azeotrépicamente con benceno (3 x 10 ml)
y se coloco en alto vacio durante toda la noche en un iChem de 40 ml. Al producto intermedio 5.13 se afiadié THF (6,2
ml) y MeOH (12,3 ml) seguido de KCN (48,5 mg, 0,745 mmol, 1,5 equivalentes) colocado bajo atmdsfera de Ary se calentd
a 40 ° C y agit6 durante 72 h. La reaccion se transfirié6 a un embudo separador que contenia Et,O y bicarbonato acuoso
saturado. La fase organica se lavo con agua seguido de salmuera. Las fases acuosas combinadas se extrajeron con Et,O.
Las fases organicas combinadas se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a presion reducida. La
purificacion por cromatografia rapida (SiO», gradiente de elucion de EtOAc:Hex 1:9 a EtOAx:Hex 1:4) proporcion6 5.14
(542 mg, 0,298 mmol, 60 % de rendimiento) como un sélido naranja.

ODEIPS

OMe

..ODEIPS

0.0 . Me
5.14 U
HO* ODEIPS

- o
T

Rf= 0,22 (EtOAc:Hex 3:7)

"H NMR: (500 MHz, CD3C(0)CD3) 5 7,43 - 7,30 (m, 5H), 6,92 - 6,79 (m, 5H), 6,48 - 6,14 (m, 12H), 6,11 (dd, J = 15,0, 10,0
Hz, 1H), 6,03 - 5,89 (m, 3H), 5,88 - 5,73 (m, 2H), 5,43 (d, J = 3,6 Hz, 3H), 5,37 (dq, J = 21,8, 1,6 Hz, 1H), 5,33 - 5,26 (m,
2H), 5,17 (dq, J = 10,6, 1,5 Hz, 1H), 4,79 (s, 1H), 4,71 - 4,48 (m, 7H), 4,27 (td, J = 10,6, 4,7 Hz, 1H), 4,21 - 4,11 (m, 1H),
3,95 - 3,82 (m, 4H), 3,79 (s, 4H), 3,78 (s, 4H), 3,77 - 3,63 (m, 6H), 3,54 (t, J= 9,2 Hz, 1H), 3,38 - 3,26 (m, 1H), 2,49 (dd, J
=17,6, 7,6 Hz, 1H), 2,43 (q, J = 7,1 Hz, 1H), 2,32 - 2,24 (m, 3H), 1,96 (s, 3H), 1,94 - 1,86 (m, 2H), 1,82 - 1,67 (m, 3H),
1,66 - 1,57 (m, 2H), 1,58 - 1,27 (m, 7H), 1,26 (d, J = 6,1 Hz, 4H), 1,23 - 1,10 (m, 8H), 1,10 - 0,86 (m, 58H), 0,86 - 0,76 (m,
15H), 0,70 (tdt, J = 8,2, 4,4, 2,9 Hz, 11H), 0,63 - 0,48 (m, 5H), 0,48 - 0,36 (m, 4H).

HRMS (ESI)

Calculado para CggH159NO2¢ (M + Na)*: 1833,0379
Encontrado: 1833,0355

Sintesis del producto intermedio 5.15
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ODEIPS
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El producto intermedio 5.14 (271 mg, 0,15 mmol, 1,0 equivalentes) se sect azeotrépicamente con benceno (3 x 10 ml) y
se colocé en alto vacio durante toda la noche en un iChem de 40 ml. Al producto intermedio 5.14 se le afiadié acido p-
nitrobenzoico (103 mg, 0,621 mmol, 4,15 equivalentes), PPh3 (179 mg, 0,674 mmol, 4,5 equivalentes) y tolueno (5 ml). La
solucion se enfrid a 0 °C y se afiadié DIAD (132 pl, 0,674 mmol, 4,5 equivalentes) gota a gota y se agité a 0 °C durante 1
h. La reaccién se calenté después a 70 °C durante 3 h. La reaccioén se transfirié a un embudo separador que contenia
Et,0 y bicarbonato de sodio saturado acuoso. La fase organica se lavé con agua seguido de salmuera. Las fases acuosas
combinadas se extrajeron con Et,O. Las fases organicas combinadas se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se
concentraron a presion reducida. La purificacion por cromatografia rapida (SiO-, gradiente de elucion de EtOAc:Hex 1:9
a EtOAx:Hex 1:4) proporcioné nitrobenzoato C2'epi 5.15 (80,4 mg, 40,4 umol, 27 % de rendimiento) como un sélido
naranja.

ODEIPS

OMe

_.ODEIPS

oO 0_..Me
5.15
0" > ODEIPS
ON HN\H’O\/\
o

Rf= 0,2 (EtOAc:Hex 1:4)

'"H NMR: (500 MHz, CDsC(O)CD3) 8,37 (s, 4H), 7,37 - 7,30 (m, 4H), 6,89 - 6,81 (m, 5H), 6,50 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 6,45 -
6,09 (m, 15H), 6,07 - 5,95 (m, 1H), 5,86 (ddd, J = 19,1, 14,5, 5,8 Hz, 2H), 5,67 (ddt, J= 17,3, 10,6, 5,4 Hz, 1H), 5,47 - 5,39
(m, 2H), 5,35 (s, 1H), 5,30 (dqg, J = 10,4, 1,3 Hz, 1H), 5,15 (dd, J = 10,4, 7,9 Hz, 1H), 5,08 (dq, J = 17,2, 1,7 Hz, 1H), 4,92
(dg, J=10,5, 1,4 Hz, 1H), 4,82 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 4,79 - 4,69 (m, 2H), 4,61 (qdt, J = 13,1, 6,0, 1,4 Hz, 3H), 4,33 (qdt, J =
13,6, 5,4, 1,5 Hz, 2H), 4,18 - 4,09 (m, 1H), 3,97 (id, J = 10,6, 4,6 Hz, 1H), 3,90 - 3,81 (m, 3H), 3,77 (d, J = 2,9 Hz, 8H),
3,75 - 3,63 (m, 7H), 3,52 (dq, J = 9,0, 6,1 Hz, 1H), 2,69 (s, 3H), 2,53 - 2,39 (m, 2H), 2,34 - 2,21 (m, 1H), 2,19 - 2,07 (m,
2H), 2,04 - 1,98 (m, 1H), 1,88 (dddd, J = 12,9, 10,2, 6,6, 3,8 Hz, 1H), 1,79 (d, J = 15,5 Hz, 1H), 1,76 - 1,64 (m, 2H), 1,61
(dt, J=13,0, 2,5 Hz, 1H), 1,56 - 1,40 (m, 5H), 1,37 - 1,24 (m, 14H), 1,23 - 1,12 (m, 8H), 1,10 - 0,95 (m, 45H), 0,94 - 0,84
(m, 19H), 0,84 - 0,76 (m, 13H), 0,74 - 0,60 (m, 15H), 0,53 (dqd, J = 26,8, 7,8, 3,2 Hz, 5H), 0,42 - 0,28 (m, 5H).

3C NMR: (126 MHz, CD3C(O)CDs3) & 173,00, 170,05, 164,87, 160,93, 160,79, 157,06, 151,67, 138,05, 136,54, 134,87,
134,73, 134,64, 134,56, 134,45, 134,16, 133,82, 133,65, 133,35, 132,91, 132,75, 132,48, 132,40, 131,84, 130,96, 128,86,
128,47, 127,65, 124,39, 119,57, 117,11, 114,07, 113,98, 101,97, 101,21, 100,71, 98,47, 81,53, 76,09, 76,00, 75,09, 74,92,
73,67, 73,04, 72,94, 68,84, 66,84, 66,12, 65,56, 59,60, 58,12, 55,66, 55,12, 48,39, 43,94, 42,99, 41,32, 38,08, 36,35,
33,68, 32,96, 28,21, 22,01, 18,87, 18,20, 18,14, 18,00, 17,98, 17,93, 17,62, 17,60, 14,15, 14,12, 14,02, 13,67, 7,90, 7,86,
7,76,7,73,7,69, 7,66, 7,36, 5,15, 5,06, 4,93, 4,91, 4,88, 4,63, 4,36.

HRMS (ESI)

Calculado para C1sH162N2024Sis (M + Na) +: 1982,0492
Encontrado: 1982,0464

Sintesis del producto intermedio 5.16
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El producto intermedio 5.15 (80,4 g, 40,4 ymol, 1,0 equivalentes) se secd azeotrépicamente con benceno (3 x 10 ml) y se
colocé en un alto vacio durante toda la noche en un iChem de 7 ml. Al producto intermedio 5.15 se le afiadio THF (1,0 ml)
y MeOH (0,5 ml) seguido de KCN (4,08 mg, 61,4 umol, 1,5 equivalentes), se colocé bajo una atmdsfera de Ar y se calentd
a 40 °Cy se agité durante 72 h. La reaccion se transfirid a un embudo separador que contenia Et,O y bicarbonato acuoso
saturado. La fase organica se lavo con agua seguido de salmuera. Las fases acuosas combinadas se extrajeron con Et,0O.
Las fases organicas combinadas se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a presion reducida. La
purificacion por cromatografia rapida (SiO», gradiente de elucion de EtOAc:Hex 1:9 a EtOAx:Hex 1:4) proporcion6 5.16
(42,6 mg, 23,4 pmol, 57 % de rendimiento) como un sélido naranja.

ODEIPS

v~ ODEIPS
HN\n/O\/\
o

Rf= 0,2 (EtOAc:Hex 3:7)

"H NMR: (500 MHz, CD3C(O)CD3) 8 7,43 - 7,32 (m, 4H), 6,87 (ddd, J = 13,9, 8,9, 2,1 Hz, 4H), 6,47 - 6,15 (m, 13H), 6,10
(dd, J=15,1, 10,0 Hz, 1H), 6,06 - 5,82 (m, 3H), 5,78 (dd, J = 15,1, 8,6 Hz, 1H), 5,43 (d, J = 6,0 Hz, 3H), 5,36 (dt, J = 31,2,
1,6 Hz, 1H), 5,31 - 5,25 (m, 1H), 5,16 (dt, J = 10,7, 1,5 Hz, 1H), 4,81 (s, 1H), 4,66 - 4,55 (m, 3H), 4,51 (td, J=4,9,3,9, 1,5
Hz, 2H), 4,37 (d, J = 6,5 Hz, 1H), 4,33 - 4,23 (m, 1H), 4,22 - 4,12 (m, 1H), 4,01 - 3,82 (m, 3H), 3,79 (d, J = 1,8 Hz, 3H),
3,78 (d, J = 1,9 Hz, 3H), 3,76 - 3,66 (m, 4H), 3,43 (it, J = 9,2, 3,9 Hz, 3H), 3,34 (h, J = 6,3 Hz, 1H), 3,05 (d, J = 1,9 Hz,
3H), 2,49 (dd, J = 17,6, 7,7 Hz, 1H), 2,46-2,38 (m, 1H), 2,27 (dt, J = 14,3, 4,6 Hz, 3H), 2,09 (d, J = 1,6 Hz, 4H), 2,01 - 1,93
(m, 1H), 1,93 - 1,85 (m, 2H), 1,85 - 1,77 (m, 1H), 1,73 (q, J = 10,2, 9,4 Hz, 1H), 1,68 - 1,38 (m, 7H), 1,31 (g, J = 10,9 Hz,
5H), 1,24 (t, J = 5,4 Hz, 4H), 1,22 - 1,16 (m, 6H), 1,10 - 0,86 (m, 52H), 0,86 - 0,75 (m, 14H), 0,69 (dddd, J = 13,6, 11,6,
8,0, 3,8 Hz, 10H), 0,63 - 0,49 (m, 4H), 0,49 - 0,34 (m, 4H).

3C NMR: (126 MHz, CD3C(O)CD3) & 173,37, 170,15, 160,95, 160,81, 157,34, 137,97, 134,87, 134,84, 134,77, 134,74,
134,35, 134,15, 133,96, 133,77, 133,56, 133,36, 132,90, 132,78, 132,42, 131,08, 129,69, 128,90, 128,50, 119,55, 117,30,
114,08, 114,01, 103,12, 102,07, 101,27, 100,90, 81,60, 76,29, 76,20, 75,23, 74,59, 73,32, 73,28, 72,97, 69,07, 67,63,
66,27, 65,64, 61,38, 57,67, 55,66, 48,58, 44,14, 43,33, 41,41, 38,08, 37,66, 33,73, 32,93, 30,76, 28,33, 19,26, 19,11,
18,21, 18,14, 18,05, 18,02, 18,00, 17,69, 17,67, 14,15, 14,04, 13,72, 7,90, 7,87, 7,80, 7,78, 7,75, 7,71, 7,47, 7,45, 5,18,
5,06, 5,02, 4,96, 4,90, 4,88, 4,66,4,43.

HRMS (ESI)

Calculado para CggH150NO21Sis (M + Na) +: 1833,0379
Encontrado: 1833,0309

Ejemplo 2. C2'epiAmB se une al ergosterol pero no al colesterol
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Se investigo la capacidad de unidn de C2'epiAmB para determinar si la epimerizaciéon en C2' afecta la capacidad de AmB
para unirse al ergosterol. C2'epiAmB se une al ergosterol, pero no al colesterol, dentro de los limites del ensayo de unién,
como se indica en la figura 6.

Los datos de ITC para C2'epiAmB son los siguientes:
Sin esterol: Exoterma total = -6,70 + 0,11 pcal.

10 % de ergosterol: Exoterma total =-15,24 + 1,66 pcal.
10 % de colesterol: Exoterma total = -6,43 + 2,80 pcal.

A continuacion, se describen técnicas ilustrativas para realizar el ensayo de union.
Calorimetria de Titulacién Isotérmica (ITC)

En un ensayo optimizado basado en calorimetria de titulacion isotérmica (ITC), se titul6 una solucién acuosa de AmB con
una suspension de vesiculas unilamelares grandes (LUV) compuestas sélo de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(POPC)), y se registro la exoterma neta. La titulacion se repitié con el uso de las LUV de POPC que contenian 10 % de
ergosterol. Se observé un aumento significativo en la exoterma neta al cambiar a las LUV que contenian ergosterol, lo
que indica una interaccién directa de unién de AmB-esteroles. La titulacion se repitié con el uso de C2'epiAmB. Un
aumento significativo en la exoterma neta indicé una capacidad retenida para que el derivado epimérico se una al
ergosterol. El ensayo de ITC también se realizé con colesterol en lugar de ergosterol. No se encontré que C2'epiAmB se
uniera al colesterol.

Informacion General

Los experimentos se realizaron con el uso un calorimetro de titulacion isotérmica NanolTC (Instrumentos TA, Wilmington,
DE). Las soluciones de los compuestos a probar se prepararon diluyendo una solucién madre de 60,0 mM del compuesto
en DMSO a 600 yM con tampon K (HEPES/KHEPES al 5,0 mM, pH = 7,4). La concentracion final de DMSO en la solucion
fue de 1 % v/v. Se prepararon grandes vesiculas unilamelares compuestas sélo de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (LUV de POPC) y se cuantificd el contenido de fosforo y ergosterol como se describe a continuacion. Las
soluciones de LUV se diluyeron con tampoén y DMSO para dar una concentracion final de fosfolipidos de 12,0 mM en una
solucién tampén de DMSO/K al 1 %. Inmediatamente antes del uso, todas las soluciones se incubaron a 37 °C durante
30 minutos y se desgasificaron al vacio a 37 °C durante 10 minutos. La celda de referencia del instrumento (volumen =
0,190 ml) se llené con una solucion tampoén de DMSO/K al 1 % viv.

Preparaciéon de LUV

Se obtuvo palmitoil oleoil fosfatidilcolina (POPC) como una solucion de 20 mg/ml en CHCI3 de Avanti Polar Lipids
(Alabaster, AL) y se almacend a -20 °C bajo una atmosfera de argdn seco y se uso dentro de 1 mes. Se prepard
mensualmente una solucion de 4 mg/ml de ergosterol en CHCI3 y se almacend a 4 °C bajo una atmdsfera de argén seco.
Antes de preparar una pelicula lipidica, las soluciones se calentaron a temperatura ambiente para evitar que la
condensacion contaminara las soluciones. Se cargd un tubo de ensayo de 13 x 100 mm con 800 ul de POPC y 230 ul de
la solucion de ergosterol. Se cargd un tubo de ensayo de 13 x 100 mm con 800 ul de POPC y 224 ul de la solucion de
ergosterol para los liposomas que contenian ergosterol. Para los liposomas libres de esteroles, se cargé un tubo de ensayo
de 13 x 100 mm con 800 pl de POPC. El solvente se eliminé con un flujo suave de nitrégeno y la pelicula lipidica resultante
se almacend a alto vacio durante un minimo de ocho horas antes de su uso. La pelicula se hidraté después con 1 ml de
tampon K y se agitd vigorosamente durante aproximadamente 3 minutos para formar una suspension de vesiculas
multilamelares (MLV). La suspension de lipidos resultante se introdujo en una jeringuilla hermética Hamilton (Reno, NV)
de 1 mly se colocd en una Avanti Polar Lipids Mini-Extruder. La solucion lipidica se pasé después 21 veces a través de
un filtro de policarbonato Millipore (Billerica, MA) de 0,20 pm, la suspension de vesiculas unilamelares grandes (LUV)
recién formada se recolecté en la jeringuilla que no contenia la suspension original de las MLV para evitar el arrastre de
las MLV en la solucion de LUV.

Determinacioén del contenido de fésforo

La determinacion del fosforo total se adaptd del informe de Chen y colegas. Chen, PS 'y otros (1956) Anal. Chem. 28:1756.
La solucion de LUV se diluyo diez veces con tampén Ky se afiadieron tres muestras de 10 yl de la suspension de LUV
diluida en tres viales separados de 7 ml. Posteriormente, el solvente se elimind con una corriente de N,. A cada pelicula
de LUV seca, y a un cuarto vial que no contenia lipidos que se usé como blanco, se afadieron 450 ul de H.SO4 8,9 M.
Las cuatro muestras se incubaron abiertas a la atmésfera ambiente en un bloque de calentamiento de aluminio a 225 °C
durante 25 min y después se retiraron a 23 °C y se enfriaron durante 5 minutos. Después de enfriar, se afiadieron 150 pl
de peroxido de hidrégeno acuoso al 30 % p/v a cada muestra, y los viales se devolvieron al bloque de calentamiento a
225 °C durante 30 minutos. Las muestras se retiraron después a 23 °C y se enfriaron durante 5 minutos antes de la adicion
de 3,9 ml de agua. Luego se afadieron 500 yl de molibdato de amonio al 2,5 % p/v a cada vial y las mezclas resultantes
se agitaron en vortex brevemente y vigorosamente cinco veces. Posteriormente, se afiadieron 500 ul de acido ascoérbico
al 10 % p/v a cada vial y las mezclas resultantes se agitaron en vortex brevemente y vigorosamente cinco veces. Los
viales se taparon con una tapa recubierta de PTFE y después se colocaron en un bloque de calentamiento de aluminio a
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100 °C durante 7 minutos. Las muestras se retiraron a 23 °C y se enfriaron durante aproximadamente 15 minutos antes
del analisis mediante espectroscopia UV/Vis. El fésforo total se determind observando la absorbancia a 820 nm vy
comparando este valor con una curva estandar obtenida a través de este método y una solucién de fésforo estandar de
concentracién conocida.

Determinacion del contenido de ergosterol

El contenido de ergosterol se determiné por espectrofotometria. Se afiadié una porcién de 50 pl de la suspension de LUV
a 450 yl de hexano:isopropanol:agua 2:18:9 (v/v/v). Se prepararon tres muestras independientes y después se agitaron
vigorosamente durante aproximadamente un minuto. Las soluciones se analizaron después por espectroscopia UV/Vis y
la concentracion del ergosterol en solucion se determiné por el coeficiente de extincion de 10400 | mol™' cm™' en la UVmax
de 282 nm y se compardé con la concentracion de fésforo para determinar el porcentaje de contenido de esteroles. El
coeficiente de extincién se determiné independientemente en el sistema de solvente ternario anterior. Las LUV preparadas
por este método contenian entre 7 y 14 % de ergosterol.

Experimento de titulacion

Las titulaciones se realizaron inyectando la suspension de LUV a temperatura ambiente en la celda de muestra (volumen
= 0,191 ml) que contenia la solucion 600 uM del compuesto en cuestion a 25 °C. El volumen de la primera inyeccion fue
de 0.23 pl. De acuerdo con el procedimiento estandar (Heerklotz, H y otros (2000) Biochim. Biophys Acta 1508:69), debido
al gran error comunmente asociado con la primera inyeccion de los experimentos de ITC, el calor de esta inyeccién no se
incluyd en el analisis de los datos. A continuacion, se realizaron seis inyecciones de 7,49 pl de la suspension de LUV. El
espacio entre cada inyeccion fue de 720 segundos para garantizar que el instrumento volviera a una linea base estable
antes de que se realizara la siguiente inyeccion. La tasa de agitacion para cada experimento fue de 300 rpm.

Analisis de Datos

El software NanoAnalyze (Instrumentos TA) se us6 para la determinacion de la linea base y la integracion de los calores
de inyeccion, y se usé Microsoft Excel para la resta de los calores de dilucion y el calculo del calor general evolucionado.
Para corregir la dilucion y los calores de mezcla, el calor de la inyeccion final de cada ciclo se resté de todos los calores

de inyeccion para ese experimento en particular. Ver, por ejemplo, te Welscher, YM y otros (2008) J. Biol. Chem. 283:6393.
Mediante este método, el calor promedio generado durante el experimento se calculd con el uso de la siguiente formula:

“al g = 2 (AR o= A
i=1

inyeccion myeccién)

donde i = numero de inyeccién, n = numero total de inyecciones,

Ahi;yeccién =
temperatura de la @ inyeccion,

Ahg)yeccibn:
el calor de la inyeccion final del experimento.
Ejemplo 3. C2'epiAmB ejerce actividad antifingica in vitro
Se probd la actividad de AmB, C2'deOAmB y C2'epiAmB contra dos cepas de levadura que contenian ergosterol, S.
cerevisiae y C. albicans. C. albicans representa la causa mas comun de infecciones fungicas sistémicas potencialmente
mortales en seres humanos. Como se muestra en la Figura 5, C2'epiAmB demostré una potente actividad antifingica
contra ambos S. cerevisiae (MIC =2 yM) y C. albicans (MIC = 2 uM).
Los métodos ilustrativos para los ensayos de actividad antifingica son los siguientes:
Condiciones de crecimiento para S. cerevisiae
S. cerevisiae se mantuvo con medios de crecimiento de levadura peptona dextrosa (YPD) que consta de 10 g/l de extracto
de levadura, 20 g/l de peptona, 20 g/l de dextrosa y 20 g/l de agar para medios solidos. El medio se esterilizé en autoclave
a 250 °F durante 30 min. Posteriormente se afiadié dextrosa como una solucion estéril en agua al 40 % p/v (las soluciones
de dextrosa se esterilizaron por filtracion). Los medios solidos se prepararon vertiendo medios estériles que contenian
agar (20 g/l) sobre placas de poliestireno de 100 x 20 mm de Corning (Corning, NY). Los cultivos liquidos se incubaron a

30 °C en un agitador rotatorio y los sélidos se mantuvieron a 30 °C en una incubadora.

Condiciones de crecimiento para C. albicans
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C. albicans se cultivd de manera similar a S. cerevisiae excepto que tanto los cultivos liquidos como los sélidos se
incubaron a 37 °C.

Ensayo de concentracién minima inhibitoria (MIC) de microdilucion en caldo de cultivo

El protocolo para el ensayo de microdilucién en caldo de cultivo se adapté del documento M27-A2 del Clinical and
Laboratory Standards Institute. Clinical and Laboratory Standards Institute. Reference Method for Broth Dilution Antifungal
Susceptibility Testing, M27-A2, Approved Standard, 2da edicion. Vol. 22, numero 15, 2002. Se inocularon 50 ml de medio
YPD y se incubaron durante toda la noche a 30 °C (S. cerevisiae) o 37 °C (C. albicans) en una incubadora con agitador.
La suspension celular se diluy6 después con YPD a una DOggo de 0,10 (~5 x 10° ufc/ml) medida con un espectrofotometro
UV/Nis PharmaSpec UV-1700 de Shimadzu (Kioto, Japén). La solucion se diluyé 10 veces con YPD, y se afadieron
alicuotas de 195 pl de la suspension celular diluida en placas estériles de 96 pocillos Microtest Falcon (Franklin Lakes,
NJ) por triplicado. Los compuestos se prepararon como soluciones madre 400 uM (AmB, C2'deOAmMB) o 2 mM (AmdeB)
en DMSO y se diluyeron en serie a las siguientes concentraciones con DMSO: 1600, 1200, 800, 400, 320, 240, 200, 160,
120, 80, 40, 20, 10 y 5 M. Se afadieron alicuotas de 5 pl de cada solucion a la placa de 96 pocillos por triplicado, donde
cada columna representa una concentracion diferente del compuesto de prueba. La concentracion de DMSO en cada
pocillo fue del 2,5 % y también se realiz6 por triplicado un pocillo control para confirmar la viabilidad solo con el uso de
DMSO al 2,5 %. Esta dilucion de 40 veces produjo las siguientes concentraciones finales: 50, 40, 30, 20, 10, 8, 6, 4, 1,
0.5, 0.25 y 0.125 yM. Las placas se cubrieron y se incubaron a 30 °C (S. cerevisiae) o 37 °C (C. albicans) durante 24
horas antes del analisis. Se determiné que la MIC era la concentracién del compuesto que no resultaba en un crecimiento
visible de la levadura. Los experimentos se realizaron por duplicado y el MIC informado representa un promedio de dos
experimentos.

Ejemplo 4. C2'epiAmB no es téxico para las células humanas in vitro

Finalmente, se investigo la actividad de AmB, de C2'deOAmMB y de C2'epiAmB contra las células humanas. Dos de los
efectos secundarios tdéxicos mas importantes asociados con AmB son la anemia y la nefrotoxicidad causada por el dafio
a los globulos rojos y a las células del tubulo proximal renal, respectivamente.?®'5 De acuerdo con la literatura precedente,
la AmB causa el 90 % de hemolisis de los glébulos rojos humanos a una concentracion de 8,5 uM. Esto se define como
la concentracion minima hemolitica (MHC). En marcado contraste, encontramos que las MHC correspondientes para
C2'deOAmMB y C2'epiAmB, que no se unen al colesterol, fueron >500 uyM (Figura 5). De manera similar, la AmB causa una
pérdida del 90 % de la viabilidad celular de las células epiteliales del tabulo proximal renal primario humano a una
concentracion de 2,4 uyM (la concentracion minima toxica (MTC)). Nuevamente, en marcado contraste con la AmB, tanto
C2'deOAmMB como C2'epiAmB no mostraron evidencia de toxicidad hasta sus limites de solubilidad.'®

Los métodos ilustrativos para los ensayos de toxicidad son los siguientes:

Ensayos de hemdlisis
Preparacion de eritrocitos

El protocolo para el ensayo de hemolisis se adapté del informe de Paquet y colegas. Paquet, V y otros (2008) Chem. Eur.
J. 14:2465-2481. Se adquirié sangre humana total (heparina de sodio) de Bioreclamation LLC (Westbury, NY) y se
almaceno a 4 °C y se uso6 dentro de los dos dias posteriores a la recepcion. A un tubo Eppendorf de 2,0 ml, se afadio 1
ml de sangre humana total y se centrifugé a 10 000 g durante 2 minutos. El sobrenadante se retir6 y el sedimento de
eritrocitos se lavé con 1 ml de solucion salina estéril y se centrifugd a 10 000 g durante 2 minutos. El lavado con solucion
salina se repitio por un total de tres veces. El sedimento de eritrocitos se suspendié en 1 ml de tampén RBC (NaH2PO4
10 mM, NaCl 150 mM, MgCl> 1 mM, pH 7,4) para formar la suspension madre de eritrocitos.

Ensayo de concentracion minima de hemdlisis (MHC)

Los compuestos se prepararon como soluciones madre 1,03 mM (AmB) o0 12,8 mM (C2'deOAmB y C2'epiAmB) en DMSO
y se diluyeron en serie con DMSO a las siguientes concentraciones: 7689, 5126, 2563, 2050, 1538, 1025, 769, 513, 384,
256, 205, 154, 103, 77, 51, 26 uyM. A un vial de PCR de 0,2 ml, se afiadieron 24 ul de tampén RBC y 1 pl de solucién
madre compuesta, lo que produjo concentraciones finales de 500, 300, 200, 100, 80, 60, 40, 30, 20, 15, 10, 8, 6, 4, 3, 2,
1 uM. Los controles positivos y negativos se prepararon agregando 1 pyl de DMSO al agua MilliQ o al tampon RBC
respectivamente, a un vial de PCR de 0,2 ml. A cada vial de PCR, se afiadieron 0,63 pl de la suspension de reserva de
eritrocitos y se mezcld por inversion. Las muestras se incubaron a 37 °C durante 2 horas. Las muestras se mezclaron por
inversion y se centrifugaron a 10 000 g durante 2 minutos. Se afiadieron 15 yl del sobrenadante de cada muestra a una
sitio de 384 pocillos. Las absorbancias se leyeron a 540 nm con el uso de Biotek HI Synergy Hybrid Reader (Wanooski,
VT). Los experimentos se realizaron por triplicado y la MHC informada representa un promedio de tres experimentos.

Analisis de Datos

El porcentaje de hemdlisis se determind de acuerdo con la siguiente ecuacion:
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ADbS. muestra — ADbS.
% hemdlisis = e 29 % 100%
ADbS.po5.— ADS.peg.

Se graficé la concentracion en funcion del porcentaje de hemdlisis y se ajustd a un ajuste de respuesta a la dosis logistica
de 4 parametros (4PL) con el uso de OriginPro 8.6. Sebaugh, JL (2011) Pharmaceut. Statist. 10:128-134. La MHC se
definié como la concentracion que causa el 90 % de hemdlisis.

Ensayos de proliferacion celular WST-8
Preparacion de células epiteliales del tubulo proximal renal primario

Las células epiteliales del tubulo proximal renal primario humano (RPTEC) se adquirieron de ATCC (Manassas, VA) y una
vez recibidas se cultivaron inmediatamente. Se prepard un medio de crecimiento completo con el uso de un medio basal
de células epiteliales renales (ATCC, PCS-400-030), un estuche de crecimiento de células epiteliales renales (ATCC,
PCS-400-040) y penicilina-estreptomicina (10 unidades/mly 10 pg/ml). Los medios completos se almacenaron a 4 °C en
la oscuridad y se usaron dentro de los 28 dias. Las RPTEC primarias se cultivaron en una incubadora de CO, a 37 °C con
una atmadsfera de 95 % de aire/5 % de COx.

Preparacion del reactivo WST-8

El estuche de ensayo de proliferacion celular WST-8 (10010199) se adquirié de Cayman Chemical Company (Ann Arbor,
MI) se almacend a -20 °C y se uso dentro de los 6 meses posteriores a la recepcion. El reactivo WST-8 y la solucion
mediadora de electrones se descongelaron y se mezclaron para preparar la solucién del reactivo WST-8. La solucion se
almaceno a -20 °C y se us6 dentro de una semana.

Ensayo WST-8

Una suspension de RPTEC primarias en medios de crecimiento completos se ajusté a una concentracion de 1 x 10°
células/ml. Se sembré una placa de 96 pocillos con 99 pl de la suspension celular y se incub6 a 37 °C con una atmosfera
de 95 % de aire/5 % de CO; durante 3 horas. Se prepararon controles positivos y negativos sembrando con 100 pl de la
suspension celular o 100 yl del medio completo. Los compuestos se prepararon como soluciones madre 5 mM (AmB), 20
mM (C2'deOAmMB) y 50 mM (C2'epiAmB) en DMSO y se diluyeron en serie con DMSO a las siguientes concentraciones:
50 000, 40 000, 30 000, 20 000, 10 000, 8000, 6000, 4000, 3000, 2000, 1500, 1000, 800, 600, 400, 300, 200, 100, 50, 25,
10, 5, 2,5, 1, 0,5, 0,25 y 0,1 uM. Se anadieron alicuotas de 1 pl de cada solucion a la placa de 96 pocillos por triplicado,
donde cada columna representa una concentracién diferente del compuesto de prueba. La placa de 96 pocillos se incubd
a 37 °C con una atmosfera de 95 % de aire/5 % de CO, durante 24 horas. Después de la incubacion, se aspiraron los
medios y se afiadieron 100 pl de medio sin suero y 10 pl de la solucién del reactivo WST-8 a cada pocillo. La placa de 96
pocillos se mezclé en una incubadora con agitacion a 200 rpm durante 1 minuto y se incubd a 37 °C con una atmdsfera
de 95 % de aire/5 % de CO; durante 2 horas. Después de la incubacion, la placa de 96 pocillos se mezcld en una
incubadora con agitacion a 200 rpm durante 1 minuto y se leyeron las absorbancias a 450 nm con el uso de Biotek H1
Synergy Hybrid Reader (Wanooski, VT). Los experimentos se realizaron por triplicado y la citotoxicidad informada
representd un promedio de tres experimentos.

Andlisis de Datos
El porcentaje de hemdlisis se determiné de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Abs. — Abs.
% hemolisis = muestra 9 % 100%
ADbS.pos.— AbS.peg.

Se graficé la concentracion en funcion del porcentaje de hemdlisis y se ajusté a un ajuste de respuesta a la dosis logistica
de 4 parametros (4PL)® con el uso de OriginPro 8.6. La MTC se definid como la concentracion que causa la pérdida del
90 % de la viabilidad celular.

Microscopia

Las células se observaron con el uso de un microscopio EVOS fl AMG (Bothell, WA). Las imagenes se tomaron con el
uso de la luz transmitida a un objetivo de 10x.

Ejemplo 5. Evaluacion de la actividad bioldgica in vivo
La eficacia antifungica de C2'epiAmB se probd en un modelo de ratén de candidiasis diseminada. En este experimento,

los ratones neutropénicos se infectaron con C. albicans a través de las venas de sus colas, y 2 horas después de la
infeccion, se trataron con una inyeccion intraperitoneal Unica de 16 mg/kg de AmB o de C2'epiAmB. A las 24 horas pasada
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la infeccion, los ratones se sacrificaron y se cuantifico la carga fungica presente en sus rifiones. Los resultados se
muestran en la figura 7. C2'epiAmB fue mas eficaz que AmB para reducir la carga fungica presente en los rifiones. En
relacion con AmB, C2'epiAmB redujo la carga fungica en 0,5 unidades logaritmicas.

En un experimento separado, la toxicidad aguda se determiné mediante la administracion intravenosa unica de AmB o
C2'epiAmB a ratones sanos, seguido del monitoreo de la letalidad. Los resultados se muestran en la figura 8. Todos los
ratones en el grupo de dosificacion de 4 mg/kg de AmB murieron en segundos. C2'epiAmB fue significativamente menos
toxica, sin muertes observadas incluso hasta una dosis de 16 mg/kg.
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REIVINDICACIONES

1. C2'epiAmB, representado por

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Una composicion farmacéutica, que comprende C2'epiAmB, representado por

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; y un portador farmacéuticamente aceptable.

3. Un método para inhibir el crecimiento de una levadura u hongo, en donde el método no es un método de
tratamiento para el cuerpo humano o animal y comprende poner en contacto la levadura u hongo con una
cantidad eficaz de C2'epiAmB, representado por

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

4, C2'epiAmB para su uso en un método de tratamiento de una infecciéon por levaduras u hongos en donde

C2'epiAmB se representa por
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

C2'epiAmB para su uso de conformidad con la reivindicacion 4, en donde el C2'epiAmB se administra a un sujeto
que lo necesita y la administracién es topica.

C2'epiAmB para su uso de conformidad con la reivindicacion 4, en donde el C2'epiAmB se administra a un sujeto
que lo necesita y la administracion es sistémica.

C2'epiAmB para su uso de conformidad con la reivindicacion 4, en donde el C2'epiAmB se administra a un sujeto
que lo necesita y la administracion es oral.

C2'epiAmB para su uso de conformidad con la reivindicacion 4, en donde el C2'epiAmB se administra a un sujeto
que lo necesita y la administracién es intravenosa.

C2'epiAmB para su uso de conformidad con la reivindicacion 4, en donde el C2'epiAmB se administra a un sujeto
que lo necesita y la administracion es intramuscular.
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FIG. 1A

esponja de esteroles >20:1 permeabilizacion

FIG. 1B
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FIG.1C
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FIG. 2A
Me colesterol
FIG. 2B
C2'deOAmMB
Me colesterol
FIG. 2C
C2'epiAmB

Me colesterol
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FIG. 2D Técnica anterior

C2'epiAmE NH;
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FIG. 5
AmB C2'deOAmB C2'epiAmB
Erg si Si Si
Unidn de ITC
Col Si MNo No
5 cerevivige 0.5 1 2
MIC {uM)
C. albicans 0.25 1 2
MHC (uM) RBC B.5 = 500 = 500
MTC (uM) REC 2.4 = &0 =80
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FIG. BA
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FIG.7

Estudio intraperitoneal de eficacia en ratones
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