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DESCRIPCION

Antifungico 4-(4-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluorofenil)tetrahidrofurano-3-il)metoxi)-3-
metilfenil)piperazina-1-il)-N -(2-hidroxiciclohexil)benzamida, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Campo de la invenciéon

Esta invencion se refiere a compuestos Utiles en el tratamiento de la micosis, composiciones que los contienen y los
compuestos para su uso en la terapia.

Antecedentes de la invencién

La incidencia de las infecciones fungicas ha aumentado sustancialmente a lo largo de las dos ultimas décadas y las
formas invasivas son las principales causas de morbilidad y mortalidad, especialmente entre pacientes
inmunocomprometidos o inmunodeprimidos. La candidiasis diseminada, la aspergilosis pulmonar y los hongos
oportunistas emergentes son los agentes mas comunes que producen estas micosis graves. Una caracteristica
particular de los hongos es que son capaces de generar una matriz extracelular (MEC) que los une y les permite
adherirse a sus sustratos in vitro o in vivo. Estas biopeliculas sirven para protegerlos contra los entornos hostiles del
sistema inmunitario del huésped y para resistir la muerte antimicrobiana (Kaur y Singh, 2013).

La aspergilosis pulmonar se puede segmentar en aquellos pacientes que padecen una enfermedad no invasiva frente
a aquellos con una afeccion invasiva. Se usa una subdivision adicional para caracterizar a los pacientes que exhiben
un componente alérgico a la aspergilosis (conocido como ABPA; aspergilosis broncopulmonar alérgica) en
comparacién con aquellos que no lo hacen. Los factores que precipitan la aspergilosis pulmonar pueden ser agudos,
tales como la exposicion a altas dosis de medicamentos inmunosupresores o a la intubacién en una unidad de
cuidados intensivos. Alternativamente, pueden ser crénicos, tales como una infeccion anterior por TB (Denning y col.,
2011a). Las infecciones pulmonares crénicas con Aspergillus pueden dejar a los pacientes con dafo pulmonar amplio
y permanente, lo que requiere tratamiento de por vida con farmacos azoélicos orales (Limper y col., 2011).

Un grupo de investigaciones creciente sugiere que la infeccién por Aspergillus puede desempefiar un papel importante
en el asma clinico (Chishimba y col., 2012; Pasqualotto y col., 2009). Ademas, el trabajo publicado recientemente
ha correlacionado la infeccién por Aspergillus con peores resultados clinicos en pacientes con EPOC (Bafadhel y col.,
2013). Estudios transversales similares han demostrado asociaciones entre la presencia de Aspergillus spp. y Candida
spp. en el esputo y la funcién pulmonar empeorada (Chotirmall y col., 2010; Agbetile y col., 2012).

La aspergilosis invasiva (Al) presenta tasas altas de mortalidad en pacientes inmunocomprometidos, por ejemplo,
aquellos sometidos a trasplante alogénico de células madre o trasplantes de 6rganos sélidos (tales como trasplantes
de pulmon). El primer caso de Al descrito en un paciente inmunocomprometido se produjo en 1953. Este evento fue
concurrente con la introduccidn de los corticosteroides y la quimioterapia citotdxica en los regimenes de tratamiento
(Rankin, 1953). La aspergilosis invasiva es una preocupacién importante en el tratamiento de la leucemia y otras
malignidades hematoldgicas dada su alta incidencia y la mortalidad asociada. Las tasas de mortalidad por lo general
superan el 50% (Lin y col., 2001) y las tasas a largo plazo pueden alcanzar el 90 % en receptores de trasplantes
alogénicos de células madre hematopoyéticas, a pesar de la disponibilidad de medicamentos triazélicos orales
(Salmeron y col., 2012). En pacientes sometidos a trasplantes de érganos sdlidos (particularmente del pulmoén), el
uso de dosis altas de esteroides deja a los pacientes vulnerables a la infecciéon (Thompson y Patterson, 2008), lo
que es un problema grave. La enfermedad también se ha presentado en poblaciones de pacientes
inmunocomprometidos menos gravemente. Estas incluyen aquellos que padecen EPOC o cirrosis subyacente,
pacientes que reciben dosis altas de esteroides e individuos provistos de catéteres venosos centrales o asistidos por
ventilacion mecanica (Dimopoulos y col., 2012).

Los medicamentos antifingicos existentes se administran predominantemente oral o sistémicamente. Estas vias de
administracion utilizadas habitualmente son deficientes para tratar infecciones de las vias respiratorias pulmonares,
ya que las concentraciones de farmaco alcanzadas en el punto de infeccion tienden a ser inferiores a aquellas en otros
organos. Esto es asi especialmente para el higado, que es un punto de toxicidad: hasta 15 % de los pacientes tratados
con voriconazol padecen niveles elevados de transaminasas (Levin y col., 2007; Lat y Thompson, 2011). La
exposicion del higado también da como resultado interacciones farmacoldgicas significativas que surgen de la
inhibicion de las enzimas hepaticas P450 (Jeong, y col., 2009; Wexler y col., 2004).

Ademas, el uso generalizado de triazoles, tanto en la clinica como en la agricultura, ha conducido a una emergencia
creciente y problematica de micosis resistentes en algunas ubicaciones (Denning y col., 2011b; Bowyer y Denning,
2014).
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EP0957101 (Janssen Pharmaceutica NV) se refiere a azoles solubles en agua como antifingicos de amplio espectro
y su uso como medicamentos.

WQO95/17407 (Schering Corporation) se refiere a antifingicos de tetrahidrofurano y su uso en procedimientos para el
tratamiento y/o la prevencion de infecciones fungicas en huéspedes.

US5039676 (Schering Corporation) se refiere a oxetanos tri y tetrasustituidos y tetrahidrofuranos tri y tetrasustituidos
y al uso de dichos compuestos para el tratamiento o la prevencion de infecciones fungicas susceptibles, enfermedades
cutaneas hiperproliferativas, reacciones alérgicas y enfermedades autoinmunes.

W02013/036866 (The John Hopkins University) se refiere a derivados de Itraconazol, especificamente a analogos y
composiciones de Itraconazol como productos farmacéuticos para el tratamiento de enfermedades.

Resulta claramente evidente que existe una necesidad médica urgente de medicamentos antifingicos novedosos que
aporten una eficacia mejorada y mejores perfiles de tolerabilidad sistémica.

Resumen de la invencion

En un primer aspecto, la invencion proporciona el compuesto (l)

NF§ HO
°N Me
F /Ogj\/o ON@N% HH:@

Compuesto (I)

que es:

4-(4-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluorofenil)tetrahidrofurano-3-il)metoxi)-3-
metilfenil)piperazina-1-il)-N-(2-hidroxiciclohexil)benzamida, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo (el
"compuesto de la invencién").

El compuesto (I) contiene dos centros estereogénicos dentro del radical 2-aminociclohexanol y se proporciona en
forma de cualquiera de sus cuatro posibles estereoisdbmeros, ya sea como un estereoisémero singular o como una
mezcla de estereoisémeros en cualquier proporcién (incluidas mezclas racémicas).

En un aspecto preferido, la invencién proporciona el Compuesto (1) en forma de un esterecisémero seleccionado entre
los Compuestos (la) y (Ib) que se ilustran a continuaciéon, que son los dos esterecisémeros derivados de los
enantiomeros de trans-2-aminociclohexanol, y sales farmacéuticamente aceptables del mismo:

N R Compuesto
N, D
N Me, HO, (Ia)
S {30 R gl
0 N N—®—<
LI A *
F F HO_ (Ib)

2

En un aspecto mas preferido, la invencion proporciona el Compuesto (la) que se representa a continuacion:
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N
Ny HO,
N o Me,
\J\/ S\ HNwn
/@\ L/ 5
F F Compuesto (la)

que es:

4-(4-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluorofenil)tetrahidrofurano-3-il)metoxi)-3-
metilfenil)piperazina-1-il)-N-((1S,2S)-2-hidroxiciclohexil)benzamida, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

Adecuadamente, el Compuesto (I) como el Compuesto (la) se proporciona como un estereoisémero singular.

Los datos biolégicos que se describen a continuacion en esta solicitud revelan que el Compuesto (I), y su compuesto
estereoisomérico (la) en particular, son potentes inhibidores del crecimiento del Aspergillus fumigatus en ensayos in
vitro. En ratones inmunodeprimidos, el Compuesto (la) demostré una inhibicién potente de las infecciones por
Aspergillus fumigatus.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra los efectos del tratamiento terapéutico con el Compuesto (la) sobre las UFC en los pulmones de
ratones neutropénicos inmunocomprometidos e infectados con Aspergillus fumigatus.

La Figura 2 muestra los efectos del tratamiento terapéutico con el Compuesto (la) sobre las concentraciones de
galactomanano sérico en ratones neutropénicos inmunocomprometidos e infectados con Aspergillus fumigatus.

La Figura 3 muestra los efectos del tratamiento profilactico y terapéutico con el Compuesto (la) sobre el contenido de
ADN de Aspergillus fumigatus en los pulmones de ratones neutropénicos inmunocomprometidos e infectados con
Aspergillus fumigatus.

Descripcion detallada de la invencién

El compuesto de la invencion se puede preparar a partir de materiales de partida comercializados mediante la
metodologia sintética representada a continuaciéon (Esquema 1). El acoplamiento de Buchwald de un derivado de
piperazina adecuadamente protegido con 4-bromo-2-metilfenol en condiciones tipicamente empleadas para tales
reacciones proporciona el producto N-arilado 1. Un grupo protector amino adecuado (P) para tales transformaciones
es un uretano, tal como un grupo Boc (P = CO2'Bu). Los expertos en la materia entenderan que se puede usar una
amplia variedad de condiciones para influir en las transformaciones de este tipo. En particular, los catalizadores de
paladio y los ligandos de fosfina tales como RuPhosG3 y RuPhos se emplean rutinariamente en presencia de una
base, por ejemplo, carbonato de cesio o hexametildisilazida de litio.
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Compuesto. (I)

Acoplamiento de amida
F

La reaccion del fenol resultante (1) con un derivado electrofilico apropiado de ((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-triazol-1-il)metil)-
5-(2,4-difluorofenil)tetrahidrofurano-3-il)metanol (2, X = OH) en condiciones basicas genera el éter (3). Un ejemplo de
tal compuesto es el correspondiente tosilato (2, X = OTs) que se puede obtener facilmente, con alta pureza
enantiomérica, de fuentes comerciales. Si bien el tosilato es ejemplar, X puede ser también un grupo saliente
alternativo, tal como un haldgeno, tipicamente cloro. La eliminacion selectiva del grupo protector amino revela la
piperazina monosustituida (4). En el caso de un derivado de Boc (R = CO2'Bu), la etapa de desproteccion se efectua
tipicamente mediante la exposicidon del carbamato al acido mineral fuerte o a un acido organico fuerte, tal como TFA,
ya sea puro o en presencia de un solvente, como DCM.

Un segundo acoplamiento de Buchwald de la amina (4) con un 4-bromobenzoato de alquilo, en condiciones basicas y
con la actuacion de un catalizador, da origen al producto N,N'-bisarilado (5) en el que R' representa un alquilo enor,
como el alquilo C1.5, por ejemplo, metilo o etilo. La saponificacién del éster (5) se realiza convenientemente mediante
un tratamiento con una base, tal como un hidréxido metalico alcalino, en una mezcla de agua y un solvente acuoso
miscible adecuado. La reaccion del producto acido (6), con 2-aminociclohexanol, en condiciones estandar de
acoplamiento de amida, ampliamente disponibles en la técnica, proporciona el Compuesto (l). Cada uno de los cuatro
estereoisémeros separados del Compuesto (I) se puede producir utilizando el correspondiente estereoisémero
singular de 2-aminociclohexanol. Los correspondientes estereoisémeros de 2-aminociclohexanol se comercializan con
una alta pureza estereoisomérica.

Los grupos protectores y los medios para su retirada se describen en "Protective Groups in Organic Synthesis”, de
Theodora W. Greene y Peter G. M. Wuts, publicado por John Wiley & Sons Inc; 4ta Edicion Rev., 2006, ISBN-10:
0471697540. Un analisis de las metodologias para la preparacion de amidas se describe en: "Amide bond formation
and peptide coupling”, Montalbetti, C.A.G.N. y Falque, V. Tetrahedron, 2005, 61, 10827-10852.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de férmula (1) incluyen en particular sales de adicion de
acido farmacéuticamente aceptables de dichos compuestos. Con sales de adiciéon de acido farmacéuticamente
aceptables de los compuestos de férmula (I) se pretende comprender las sales de adicion de acido no tdxicas
terapéuticamente activas que son capaces de formar los compuestos de férmula (l). Estas sales de adicion de acido
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farmacéuticamente aceptables se pueden obtener convenientemente tratando la forma de base libre con tales acidos
apropiados en un solvente o una mezcla de solventes adecuados. Los acidos apropiados comprenden, por ejemplo,
acidos inorganicos tales como acidos hidrohalicos, p. €j., acido clorhidrico o bromhidrico, acidos sulfurico, nitrico,
fosforico y similares; o acidos organicos tales como, por ejemplo, acido acético, propanoico, hidroxiacético, lactico,
pirdvico, maldnico, succinico, maleico, fumarico, malico, tartarico, citrico, metanosulfénico, etanosulfénico,
bencenosulfénico, p-toluenosulfénico, ciclamico, salicilico, p-aminosalicilico, pamoico y similares.

Por otro lado, dichas formas salinas se pueden convertir mediante tratamiento con una base apropiada en la forma de
base libre.

La definicion del Compuesto (l) esta destinada a incluir todos los tautémeros de dicho compuesto.

Como se usa en esta solicitud, el término un "estereoisdmero singular" del Compuesto (I) es un esterecisdmero
proporcionado en forma de alta pureza diastereomérica y enantiomérica, que esta sustancialmente libre de los otros
tres estereoisomeros del Compuesto (I) que surgen en virtud de la presencia en el mismo del radical 2-
aminociclohexanol. Tipicamente, el estereoisémero singular constituye al menos el 98 %, 99 %, 99,5 % 0 99,9 % p/p
del contenido del Compuesto () (es decir, los demas esterecisémeros constituyen menos del 2 %, 1 %, 0,5 %, 0 0,1
% p/p del contenido del Compuesto (1).

La definicion del Compuesto (l) esta destinada a incluir todos los solvatos de dicho compuesto (lo que incluye solvatos
de sales de dicho compuesto) a menos que el contexto lo indique especificamente de otro modo. Los ejemplos de
solvatos incluyen hidratos.

El compuesto de la descripcion incluye realizaciones donde uno o mas atomos especificados son is6topos de origen
natural o no natural. En una realizacion, el is6topo es un is6topo estable. Por tanto, los compuestos de la descripcion
incluyen, por ejemplo, compuestos que contienen deuterio y similares.

La descripcion también abarca todas las formas polimoérficas del compuesto definido en esta invencion.

Los productos intermedios se describen en esta solicitud como compuestos de la férmula (3), (4), (5) y (6) y sales de
la misma. Las sales incluyen sales farmacéuticamente aceptables (tales como las mencionadas anteriormente) y sales
no farmacéuticamente aceptables. Las sales de acidos (por ejemplo, acidos carboxilicos) incluyen sales de metales
del primer y segundo grupo que incluyen sales de sodio, potasio, magnesio y calcio.

En una realizaciéon se proporciona una composicion farmacéutica que comprende el compuesto de la invencion
opcionalmente en combinacién con uno o mas diluyentes o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Adecuadamente, el compuesto de la invencion se administra tépicamente al pulmdn o la nariz, particularmente,
tépicamente al pulmén. Por tanto, en una realizacién se proporciona una composicion farmacéutica que comprende el
compuesto de la invencion opcionalmente en combinacion con uno o mas diluyentes o vehiculos topicamente
aceptables.

Las composiciones adecuadas para administracion pulmonar o intranasal incluyen polvos, soluciones liquidas,
suspensiones liquidas, gotas nasales, que comprenden soluciones o suspensiones, o aerosoles presurizados o no
presurizados.

Las composiciones se pueden administrar convenientemente en forma farmacéutica unitaria y se pueden preparar
mediante cualquiera de los procedimientos bien conocidos en la técnica farmacéutica, por ejemplo, como se describe
en Remington's Pharmaceutical Sciences, 17a edicion, Mack Publishing Company, Easton, PA., (1985). Las
composiciones también se pueden administrar convenientemente en forma farmacéutica unitaria multiple.

La administracion topica a la nariz o el pulmén se puede conseguir mediante el uso de una formulacién no presurizada
tal como una solucién o suspensién acuosa. Tales formulaciones se pueden administrar por medio de un nebulizador,
por ejemplo, uno que puede ser manual y portatil o para uso doméstico u hospitalario (es decir, no portatil). Un
dispositivo de ejemplo es un inhalador RESPIMAT. La formulacion puede comprender excipientes tales como agua,
tampones, agentes ajustadores de la tonicidad, agentes ajustadores del pH, modificadores de la viscosidad,
tensioactivos y cosolventes (tales como etanol). Las formulaciones de liquido de suspension y aerosol (ya sea
presurizado o no presurizado) contendran tipicamente el compuesto de la invencion en forma finamente dividida, por
ejemplo, con un Dsp de 0,5 a 10 um, por ejemplo, alrededor de 1 a 5 ym. Las distribuciones del tamafio de particula
se pueden representar usando los valores D10, Dso y Deo. El valor de mediana Dso de las distribuciones del tamaiio de
particula se define como el tamafio de particula en micras que divide la distribucion por la mitad. La medicién obtenida
a partir de difraccion laser se describe con mayor exactitud como una distribucion de volumen y, por consiguiente, el
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valor Dso obtenido usando este procedimiento se denomina mas convenientemente valor Dvso (mediana para una
distribuciéon de volumen). Como se emplea en esta invencion, los valores Dv se refieren a distribuciones del tamafio
de particula medidas usando difraccion laser. De manera similar, los valores D1 y Dgo, usados en el contexto de la
difraccion laser, se toman para indicar los valores Dv1o y Dvgo y se refieren al tamafio de particula mediante el cual el
10 % de la distribucion se encuentra por debajo del valor D1o y el 90% de la distribucion se encuentra por debajo del
valor Dgo, respectivamente.

Segun un aspecto especifico de la invencion, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende el
compuesto de la invencién en forma de particulas suspendidas en un medio acuoso. El medio acuoso comprende
tipicamente agua y uno o mas excipientes seleccionados entre tampones, agentes ajustadores de la tonicidad, agentes
ajustadores del pH, modificadores de la viscosidad y tensioactivos.

La administraciéon tépica a la nariz o el pulmén también se puede conseguir mediante el uso de una formulacion de
aerosol. Las formulaciones de aerosol comprenden tipicamente el principio activo suspendido o disuelto en un
propelente de aerosol adecuado, tal como un clorofluorocarbono (CFC) o un hidrofluorocarbono (HFC). Los
propelentes de CFC adecuados incluyen tricloromonofluorometano (propelente 11), diclorotetrafluorometano
(propelente 114) vy diclorodifluorometano (propelente 12). Los propelentes de HFC adecuados incluyen
tetrafluoroetano (HFC-134a) y heptafluoropropano (HFC-227). El propelente comprende tipicamente 40 %-99,5 %, por
ejemplo, 40 %-90 % en peso de la composicion de inhalacion total. La formulacion puede comprender excipientes que
incluyen cosolventes (por ejemplo, etanol) y tensioactivos (por ejemplo, lecitina, trioleato de sorbitan y similares). Otros
excipientes posibles incluyen polietilenglicol, polivinilpirrolidona, glicerina y similares. Las formulaciones de aerosol se
envasan en recipientes metalicos herméticos y se administra una dosis adecuada por medio de una valvula
dosificadora (por ejemplo, como las suministradas por Bespak, Valois o 3M o alternativamente por Aptar, Coster o
Vari).

La administracion topica al pulmén también se puede conseguir mediante el uso de una formulacién de polvo seco.
Una formulacién de polvo seco contendra el compuesto de la descripcién en forma finamente dividida, tipicamente
con un MMD de 1 a 10 ym o un Dso de 0,5 a 10 ym, por ejemplo, alrededor de 1 a 5 ym. Los polvos del compuesto de
la invencién en forma finamente dividida se pueden preparar mediante un procedimiento de micronizacién o un
procedimiento de reduccién de tamafio similar. La micronizacién se puede realizar usando un molino de chorro tal
como los fabricados por Hosokawa Alpine. La distribucion del tamafio de particula resultante se puede medir usando
difraccién laser (por ejemplo, con un instrumento Mastersizer 2000S de Malvern). La formulacién contendra
tipicamente un diluyente topicamente aceptable tal como lactosa, glucosa o manitol (preferiblemente lactosa), por lo
general de tamafo de particula comparativamente grande, por ejemplo, un MMD de 50 um o mas, por ejemplo, 100
pUm o mas o un Dso de 40 a 150 pm. Como se emplea en esta invencion, el término "lactosa” se refiere a un componente
que contiene lactosa, lo que incluye a-lactosa monohidratada, B-lactosa monohidratada, a-lactosa anhidra, -lactosa
anhidra y lactosa amorfa. Los componentes de lactosa se pueden procesar mediante micronizacion, tamizado,
molienda, compresion, aglomeracion o secado por pulverizacion. También estan abarcadas formas de lactosa
comercializadas en diversas formas, por ejemplo, Lactohale® (lactosa de grado inhalatorio; DFE Pharma), InhaLac®70
(lactosa tamizada para inhalador de polvo seco; Meggle), Pharmatose® (DFE Pharma) y Respitose® (lactosa de grado
inhalatorio tamizada; DFE Pharma). En una realizacién, el componente de lactosa se selecciona del grupo que consiste
en a-lactosa monohidratada, a-lactosa anhidra y lactosa amorfa. Preferiblemente, la lactosa es a-lactosa
monohidratada.

Las formulaciones de polvo seco también pueden contener otros excipientes tales como estearato de sodio, estearato
de calcio o estearato de magnesio.

Una formulacion de polvo seco se administra tipicamente usando un dispositivo inhalador de polvo seco (DPI). Los
ejemplos de sistemas de administracion de polvo seco incluyen SPINHALER, DISKHALER, TURBOHALER, DISKUS,
SKYEHALER, ACCUHALER y CLICKHALER. Otros ejemplos de sistemas de administracion de polvo seco incluyen
ECLIPSE, NEXT, ROTAHALER, HANDIHALER, AEROLISER, CYCLOHALER, BREEZHALER/NEOHALER,
MONODOSE, FLOWCAPS, TWINCAPS, X- CAPS, TURBOSPIN, ELPENHALER, MIATHALER, TWISTHALER,
NOVOLIZER, PRESSAIR, ELLIPTA, inhalador de polvo seco ORIEL, MICRODOSE, PULVINAL, EASYHALER,
ULTRAHALER, TAIFUN, PULMOJET, OMNIHALER, GYROHALER, TAPER, CONIX, XCELOVAIR y PROHALER.

El compuesto de la invencién es util como producto farmacéutico. Por ejemplo, el compuesto de la invencion es til en
el tratamiento de micosis y para la prevencién o el tratamiento de enfermedades asociadas a la micosis.

La micosis puede, en particular, ser causada por Aspergillus spp., Tal como Aspergillus fumigatus.

Una enfermedad asociada a una micosis es, por ejemplo, la aspergilosis pulmonar.
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El compuesto de la invencion se puede usar en un contexto profilactico administrando dicho compuesto antes del
comienzo de la micosis.

Los sujetos incluyen sujetos humanos y animales, especialmente sujetos humanos.

El compuesto de la invencion es especialmente Util para el tratamiento de micosis tales como infeccién por Aspergillus
fumigatus y para la prevencion o el tratamiento de enfermedades asociadas a la micosis tales como infeccion por
Aspergillus fumigatus en sujetos de riesgo. Los sujetos de riesgo incluyen lactantes prematuros, nifios con defectos
congénitos del pulmén o el corazén, sujetos inmunocomprometidos (por ejemplo, los que padecen infeccion por VIH),
asmaticos, sujetos con fibrosis quistica, sujetos ancianos y sujetos que padecen una afeccién médica crénica que
afecta al corazén o al pulmén (por ejemplo, insuficiencia cardiaca congestiva o enfermedad pulmonar obstructiva
crénica).

El compuesto de la invencion también es util en el tratamiento de otras micosis (y en la prevencion o el tratamiento de
las enfermedades asociadas a estas), incluidas las causadas por Aureobasidium pullulans, Rhizopus oryzae,
Cryptococcus neoformans, Chaetomimum globosum, Penicilium chrysogenum, Fusarium graminerarum,
Cladosporium herbarum, Trichophyton rubrum, Candida spp., por ejemplo, Candida albicans, Candida glabrata y
Candida krusei and other Aspergillus spp., por ejemplo, Aspergillus flavus.

Se espera que el compuesto de la invencién sea también Util en el tratamiento de las micosis resistentes a los azoles
(y en la prevencion o el tratamiento de las enfermedades asociadas a estas), por ejemplo, las causadas por Aspergillus
spp., por ejemplo, Aspergillus fumigatus.

El compuesto de la invencién se puede administrar en combinacién con un segundo principio activo o mas. El segundo
0 mas principios activos se pueden seleccionar, por ejemplo, entre otros agentes antifingicos, incluidos los agentes
antifungicos azodlicos (tales como voriconazol o posaconazol), anfotericina B, una equinocandina (tal como
caspofungina) y un inhibidor de la 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa (tal como lovastatina, pravastatina o
fluvastatina). Otros ejemplos de agentes antifungicos azélicos adecuados incluyen itraconazol e isavuconazol.

El segundo o mas principios activos se pueden seleccionar, por ejemplo, entre voriconazol, posaconazol, itraconazol
y caspofungina.

El segundo 0 mas principios activos incluyen principios activos adecuados para el tratamiento o la prevencion de una
micosis tal como infeccién por Aspergillus fumigatus o una enfermedad asociada a una micosis tal como infeccion por
Aspergillus fumigatus o afecciones comoérbidas con una micosis tal como infeccidn por Aspergillus fumigatus.

El compuesto de la invencion se puede coformular con un segundo principio activo o mas, o el segundo o mas
principios activos se pueden formular para ser administrados independientemente por la misma via o una diferente.

Por ejemplo, los compuestos de la invencidon se pueden administrar a pacientes que ya estan siendo tratados
sistémicamente con un antifingico, tal como voriconazol o posaconazol o alternativamente, itraconazol o isavuconazol.

Por ejemplo, el compuesto de la invencidon se puede coformular con uno o mas agentes seleccionados entre
anfotericina B, una equinocandina, tal como caspofungina, y un inhibidor de la 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa,
tal como lovastatina, pravastatina o fluvastatina.

Segun un aspecto de la invencién se proporciona un kit de partes que comprende (a) una composicién farmacéutica
que comprende el compuesto de la invencion opcionalmente en combinacién con uno o mas diluyentes o vehiculos;
(b) una composicion farmacéutica que comprende un segundo principio activo opcionalmente en combinacién con uno
o mas diluyentes o vehiculos; (¢) opcionalmente una 0 mas composiciones farmacéuticas adicionales que comprenden
cada una un tercer principio activo o mas opcionalmente en combinacién con uno o mas diluyentes o vehiculos; y (d)
instrucciones para la administracion de las composiciones farmacéuticas a un sujeto con necesidad de las mismas. El
sujeto con necesidad de las mismas puede padecer, o ser susceptible de, una micosis tal como infeccién por
Aspergillus fumigatus.

El compuesto de la invencion se puede administrar en un intervalo adecuado, por ejemplo, una vez al dia, dos veces
al dia, tres veces al dia o cuatro veces al dia.

Una cantidad de dosis adecuada para un humano de peso promedio (50-70 kg) se espera que sea de alrededor de 50
Mg a 10 mg/dia, por ejemplo, 500 ug a 5 mg/dia, aunque la dosis exacta que se va a administrar puede ser determinada
por un experto en la técnica.
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Se espera que el compuesto de la invencién tenga uno o mas de los siguientes atributos favorables:

potente actividad antimicética, en particular actividad contra Aspergillus spp., tales como Aspergillus fumigatus,
especialmente después de la administracion tépica al pulmén o la nariz;

duracion larga de la accién en los pulmones, preferentemente consistente con la administracion una vez al dia;
exposicion sistémica baja después de la administracion topica al pulmoén o la nariz; y

perfil de seguridad aceptable, especialmente después de la administracion topica al pulmén o la nariz.
SECCION EXPERIMENTAL

Las abreviaturas usadas en esta invencion se definen a continuacién (Tabla 1). Cualquier abreviatura no definida esta
destinada a expresar su significado generalmente aceptado.

Tabla 1: Abreviaturas

ABPA aspergilosis broncopulmonar alérgica

ac. Acuosa

ATCC Colecciéon Americana de Cultivos Tipo
BALF fluido de lavado broncoalveolar

BEAS2B epitelio bronquial + adenovirus 12-SV40 hibrido, linea 2B
Boc terc-butiloxicarbonilo

br Amplia

BSA albumina sérica bovina

CCso concentracion de citotoxicidad celular de 50 %
UFC unidad(es) formadora(s) de colonias

CLSI Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio
COl indice de corte

conc. Concentracion

d Doblete

DCM Diclorometano

DMAP 4-dimetilaminopiridina

DMEM Medio de Eagle modificado por Dulbecco
DMF N,N-dimetilformamida

DMSO dimetilsulféxido

ADN acido desoxirribonucleico

DSS sulfato sddico de dextrano

EBM medio basal de células endoteliales

MEC matriz extracelular

EDCI 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
ee exceso enantiomérico

EGM medio de crecimiento celular endotelial
EUCAST Comité Europeo de Antibiogramas

(ESY) ionizacion por electroespray, modo positivo
EtOAc acetato de etilo

FAM 6-fluoresceina amidita

FBS suero fetal bovino
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GM Galactomanano

h hora(s)

HPAEC células endoteliales de arteria pulmonar humana primaria
Al aspergilosis invasiva

i.n. Intranasal

i.t. intratraqueal

LC-MS/MS cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
Li Hep heparina de litio

LiIHMDS bis(trimetilsilillamida de litio

(M+H)* ion molecular protonado

MDA Malondialdehido

Me Metilo

MeCN Acetonitrilo

MeOH Metanol

MHz Megahercio

CMIso 50 % de concentraciéon minima inhibitoria

CMlzs 75% de concentracion minima inhibitoria

CMIlgo 90% de concentracion minima inhibitoria

min minuto(s)

MMD diametro medio masico

MOI multiplicidad de infeccion

MOPS acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico

m/z: relacién masa/carga

NCPF Coleccién Nacional de Hongos Patogenos

RMN (espectroscopia de) resonancia magnética nuclear
NE no ensayado

DO densidad optica

PBS solucion salina tamponada con fosfato

PCR reaccion en cadena de la polimerasa

P grupo protector

q Cuarteto

TA temperatura ambiente

RP HPLC cromatografia liquida de alta resolucion de fase reversa
RPMI medio Roswell Park Memorial Institute

RuPhos 2-diciclohexilfosfino-2’,6’-diisopropoxibifenilo
RuPhosG3 Z]I;:tanosulfonato de (2-diciclohexilfosfino-2’,6’-diisopropoxibifenil)[2-(2’-amino-1,1’-bifenil)]paladio
s Singlete

sat. Saturado(a)

sc. subcutaneo(a)

SDS dodecilsulfato sodico

t Triplete

TAMRA tetrametil-6-carboxirodamina

10
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TE tris-EDTA (acido etilendiaminotetraacético)

TFA acido trifluoroacético

THF Tetrahidrofurano

TR34/L98H Una cepa A. fumigatus que contiene una sustitucion de leucina a histidina en el codén 98 y una

repeticion en tandem de 34 pb

TR46/Y121F/ Una cepa de A. fumigatus que contiene una sustitucidon de tirosina a fenilalanina en el codén 121,
T289A una sustitucion de treonina a alanina en el codén 289 y una repeticion en tandem de 46 pb

vol volumen(es)

Procedimientos generales

Todos los reactivos y solventes se obtuvieron indistintamente de fuentes comerciales o se prepararon segun la cita
bibliografica. A menos que se indique de otro modo, se agitaron todas las reacciones. Las soluciones organicas se
secaron rutinariamente sobre sulfato de magnesio anhidro.

Procedimientos analiticos
Procedimientos de HPLC de fase inversa:

Columna Waters Xselect CSH C18 XP, 2,5 ym (4,6 x 30 mm) a 40°C; velocidad de flujo 2,5-4,5 ml min-! eluida con un
gradiente de H20-MeCN que contenia ya sea 0,1% v/v de acido férmico (Procedimiento 1a) o 10 mM NH4HCOs en
agua (Procedimiento 1b) a lo largo de 4 min que emplea una deteccion de UV a 254 nm. Informacién de gradiente:
0-3,00 min, aumentado de 95 % de H20-5 % de MeCN a 5 % de H20-95 % de MeCN; 3,00-3,01 min, mantenido a 5
% de H20-95 % de MeCN, caudal aumentado a 4,5 mL min™'; 3,01-3,50 min, mantenido a 5 % de H20-95 % de MeCN;
3,50-3,60 min, devuelto a 95 % de H20-5 % de MeCN, caudal reducido a 3,50 mL min™'; 3,60-3,90 min, mantenido a

95 % de H20-5 % de MeCN; 3,90-4,00 min, mantenido a 95 % de H20-5 % de MeCN, caudal reducido a 2,5 mL min-
1

1Espectroscopia de H RMN

Los espectros de RMN 'H se adquirieron en un espectrémetro Advance Il de Bruker a 400 MHz usando disolvente
residual no deuterado como referencia y, a menos que se especifique de otro modo, se realizaron en DMSO-de.

Preparacion de compuestos (la-d): los estereoisémeros del Compuesto (I).

Se han resefiado anteriormente las sintesis de hexanoles 2-amino cis y trans épticamente puros (Jacobsen y col.,
1997). Estos materiales estan disponibles con alta pureza enentiomérica de numerosas fuentes comerciales y se
utilizaron tal como se suministraron.

terc-butil 4-(4-hidroxi-3-metilfenil)piperazina-1-carboxilato.

Me,

HO@Br Me
HN NBoc > HO—<E :>—N NBoc
_/ \__/

1

Un matraz cargado con piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (19,1 g, 103 mmol), 4-bromo-2-metil fenol (16,0 g, 86,0
mmol), RuPhos (798 mg, 1,71 mmol) y RuPhos G3 (1,43 g, 1,71 mmol) se evacud y rellend con nitrégeno tres veces.
Se adicioné una solucion de LIHMDS (1 M en THF, 257 mL, 257 mmol) mediante canula y la mezcla de reaccion se
calent6 a 70 °C durante 3 h. Después de enfriar a TA, la mezcla se enfrié rapidamente mediante la adiciéon de acido
clorhidrico ac. 1 M (400 mL) a 0°C y a continuacién se neutralizé con NaHCOs sat. ac. (400 mL). La capa ac. se extrajo
con EtOAc (1 x 400 mL y a continuacion, 2 x 200 mL) y los extractos organicos combinados se lavaron con salmuera
(500 mL) y se secaron. Los volatiles se eliminaron in vacuo para proporcionar un producto bruto que se trituré en éter
dietilico:hexano (2:1) (750 mL) y se recogio por filtracion para proporcionar el compuesto del titulo, el Producto
intermedio (1), como un solido de color rosa, (20,7 g, 76 %); t} 2,07 min (Procedimiento 1b); m/z 293 (M+H)* (ES*);
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"H RMN &: 1,41 (9H, s), 2,07 (3H, s), 2,86-2,88 (4H, m), 3,41-3,43 (4H, m), 6,58-6,66 (2H, m), 6,71 (1H, d) y 8,73 (1H,
s).

1-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-Triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluorofenil)tetrahidrofurano-3-il)metoxi)-3-
metilfenil)piperazina.

N\
N
N)
o e
F F 2 / N\
0 N N-R
1 - __/
F F
N TFA, DCM 3; R =Boc
N\N) ’ ’: 41 R=H
L

A una solucion de producto intermedio (1) (21,5 g, 66,1 mmol) en DMSO (408 mL) se afadid hidroxido de sodio ac.
(28,3 mL, 3,5 M, 99,0 mmol). La mezcla se agité a TA durante 30 min y, a continuacion, se tratd porcion a porcion con
(3S,5R)-5-((1H-1,2,4-triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluorofenil )tetrahidrofurano-3-il)metil4-metilbencenosulfonato  (2) (ex
APIChem, Numero de catalogo: AC-8330, 32,7 g, 72,7 mmol). La mezcla de reaccién se agité a 30°C durante 18 h, se
enfrio a TA y se adicioné agua (600 ml). La mezcla resultante se extrajo con EtOAc (3 x 500 ml) y los extractos
organicos combinados se lavaron con NaHCO3 sat. ac. (2 x 500 ml) y con salmuera (500 ml) y a continuacién se
secaron y evaporaron in vacuo para proporcionar un aceite marron (aprox. 41 g). El analisis del producto bruto
protegido con N-Boc (3) mediante RMN 'H indico que contenia aproximadamente un 10 % molar del producto de la
eliminacion de alqueno: (R)-1-((2-(2,4-difluorofenil)-4-metilentetrahidrofurano-2-il)metil)-1H-1,2,4-triazol, [A], junto con
algunos materiales de partida sin reaccionar. Este producto en bruto se uso en la siguiente etapa sin purificacion.

El uretano bruto (3) se recogié en DCM (260 mL) y se traté con TFA (76,0 mL, 991 mmol). Después de 2 h a TA, la
mezcla de reaccion se concentrd in vacuo para eliminar la mayoria de los voldtiles y a continuacién, se diluy6é con
DCM (200 mL) y se neutralizé cuidadosamente con NaHCOs3 sat. ac. (500 mL) hasta pH 7, con lo que se consiguié la
formacion de una emulsién. La mezcla se acidificd hasta pH 1 mediante la adicion de acido clorhidrico 1M (250 mL) y
se adicioné DCM (350 mL) para formar una mezcla bifasica (de dos capas). Se separ6 y retuvo la fase ac. y la fase
organica se extrajo con &cido clorhidrico 1M (800 ml). Las capas ac. combinadas se basificaron mediante la adicién
de hidréxido de sodio ac. 2M (500 mL) hasta pH 14 y a continuacién, se extrajeron con EtOAc (3 x 500 mL). Los
extractos organicos combinados se lavaron con salmuera (2000 mL) y a continuaciéon se secaron y evaporaron in
vacuo para proporcionar el compuesto del titulo, (4), como un aceite marron viscoso (24,6 g, 78 %); tR 1,46 min
(Procedimiento 1a); m/z 470 (M+H)* (ES*); RMN 'H &: 2,07 (3H, s), 2,15 (1H, dd), 2,36-2,42 (1H, m), 2,52-2,56 (1H,
m), 2,79-2,81 (4H, m), 2,87-2,90 (4H, m), 3,66 (1H, dd), 3,73-3,77 (2H, m), 4,04 (1H, t), 4,57 (2H, dd), 6,64 (1H, dd),
6,70-6,75 (2H, m), 6,99 (1H, td), 7,25-7,33 (2H, m), 7,76 (1H, s) y 8,34 (1H, s).

Metil 4-(4-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluorofenil)tetra hidrofurano-3-il)metoxi)-3-
metilfenil)piperazina-1-il)benzoato.

CcO,Me
Fonuls
N,
Br N o Me
4 . o »N N CO,M
/@\ \ 7 N/ o
F F 5

Un matraz cargado con producto intermedio (4) (19,1 g, 40,7 mmol), metil-4-bromobenzoato (10,5 g, 48,8 mmol),
RuPhos (0,38 g, 0,81 mmol, 2 % molar), RuPhosG3 (0,68 g, 0,81 mmol, 2 % molar) y carbonato de cesio (21,2 g, 65,1
mmol) se evacud y rellend con nitrégeno tres veces antes de afadir DMF (500 mL). La mezcla se calenté a 90°C
durante 18 h, se enfrid a TA, y se vertié en agua (300 mL). El sélido resultante se recolectdé mediante filtracion y se
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lavo con agua (3 x 100 ml) y con éter dietilico (3 x 75 ml) y a continuacion, se sec6 in vacuo a 50°C para obtener el
compuesto del titulo,(5), como un sélido marrén claro (22,8 g, 89%); T" 2,56 min (Procedimiento 1a); m/z 604 (M+H)*
(ES*); "H RMN &: 2,09 (3H, s), 2,16 (1H, dd), 2,36-2,42 (1H, m), 2,53-2,57 (1H, m), 3,11-3,13 (4H, m), 3,43-3,46 (4H,
m), 3,67 (1H, dd), 3,74-3,79 (5H, s superponiéndose sobre m), 4,04 (1H, dd), 4,58 (2H, dd), 6,75 (2H, br s), 6,85 (1H,
br d), 7,00 (1H, td), 7,04 (2H, d), 7,27-7,34 (2H, m), 7,77 (1H, s), 7,81 (2H, d) y 8,35 (1H, s).

Acido 4-(4-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-Triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluorofenil)tetrahidrofurano-3-il)metoxi)-3-
metilfenil)piperazina-1-il)benzoico.

//—N
N,
N

3
0 Me
5 — = 7\
S o} N N CO,H
O OO0
F F
6

A una suspension de producto intermedio (5) (22,8 g, 37,8 mmol) en DMSO (1000 mL) se afiadié una solucién de
hidroxido de litio (4,52 g, 188 mmol) en agua (100 mL). La mezcla se calenté a 70°C durante 22 h y a continuacion se
enfrio a TA, se vertié en agua (1000 ml) y se acidificé a pH 2 mediante la adicidon de acido clorhidrico 1 M (300 ml). La
mezcla se enfri6 en un bafio de hielo durante 2 h y el precipitado resultante se recolecté mediante filtracion. La torta
del filtro se lavd con agua (2 x 200 ml) y con éter dietilico (4 x 200 mL). El sélido bruto se trituré con THF (150 ml), se
recolecté mediante filtracion y a continuacion, se lavé con éter dietilico (3 x 100 mL) y se sec6 in vacuo a 50°C para
proporcionar el compuesto del titulo, (6), como un sélido blanquecino (19,7 g, 88%); T' 2,28 min (Procedimiento 1a);
m/z 590 (M+H)* (ES*); '"H RMN &: 2,09 (3H, s), 2,16 (1H, dd), 2,36-2,42 (1H, m), 2,52-2,58 (1H, m), 3,11-3,14 (4H, m),
3,41-3,44 (4H, m), 3,67 (1H, dd), 3,74-3,79 (2H, m), 4,04 (1H, dd), 4,58 (2H, dd), 6,75 (2H, br s), 6,85 (1H, br d), 6,97-
7,03 (3H, m), 7,26-7,34 (2H, m), 7,77-7,80 (3H, m), 8,34 (1H, s) y 12,32 (1H, s).

Compuesto (la): 4-(4-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-Triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluoro  fenil)tetrahidrofurano-3-
il)metoxi)-3-metilfenil)piperazina-1-il)-N-((1S,2S)-2-hidroxiciclohexil)benzamida.

H

N
~OH N//\_» o]
X Loy =
NH, .HCI K@\/ HN- o
- (o} N N
e OO0
F F Compuesto {la)

A una mezcla de producto intermedio (6) (100 mg, 0,17 mmol), EDCI (65 mg, 0,34 mmol) y DMAP (2,07 mg, 0,017
mmol) en piridina (1,0 mL) se afiadié (1S,2S)-2-clorhidrato de aminociclohexanol (51,4 mg, 0,34 mmol). La mezcla de
reaccion se agité a TA durante 16 h y a continuacion se diluyé con DCM (8,0 ml) y se lavé con acido clorhidrico 1 M
(2,0 ml). La mezcla se paso a través de un separador de fases y los organicos se evaporaron in vacuo. El producto
bruto asi obtenido se purific6 mediante cromatografia en columna de desorcion subita (SiOz, 12 g, 0-5% de MeOH en
EtOAc, elucion por gradiente) para proporcionar el compuesto del titulo, (la), como un sélido blanco (75 mg, 64%).

Preparacion de Compuestos (Ib-Id)

Los restantes ejemplos de compuestos de la invencidon se prepararon de manera similar acoplando el producto
intermedio de &cido benzoico (6) con el estereoisémero singular de 2-aminociclohexanol adecuado. Estos compuestos
se pueden obtener facilmente de fuentes comerciales. Los materiales obtenidos de Sigma Aldrich se suministraron
como las sales de hidrocloruro para las que se especificaron las siguientes enantiopuridades: (1S,2S) isémero trans,
>98% ee; (1R, 2R) isémero trans, >98% ee; (1R, 2S) is6mero cis >97% ee; (1S, 2R) isémero cis, >97% ee.

Los datos de LCMS y espectros de RMN 'H para los ejemplos de compuestos (1a-1d) se presentan a continuacion
(Tabla 2).

Tabla 2: Datos analiticos y espectrales de los Compuestos de la invencion
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la 4-(4-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-Triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluorofenil)
tetrahidrofurano-3-il)metoxi)-3-metilfenil)piperazina-1-il)-N-((1S,2S)-2-hidroxiciclohexil) benzamida.

HO,
tR 2,15 min (Procedimiento 1a); m/z 687 (M+H)* (ES*);
HN-o RMN 'H 5:1,15-1,28 (4H, m), 1,61-1,65 (2H, m), 1,82-1,92 (2H, m), 2,10 (3H, s), 2,16 (1H, dd), 2,37-
e 2,43 (1H, m), 2,52-2,58 (1H, m), 3,12-3,15 (4H, m), 3,36-3,43 (5H, m), 3,55-3,62 (1H, m), 3,68 (1H, dd),
3,74-3,79 (2H, m), 4,05 (1H, dd), 4,53-4,62 (3H, m), 6,75 (2H, br s), 6,85 (1H, br s), 6,97-7,02 (3H, m),
7,25-7,34 (2H, m), 7,76-7,82 (4H, m), 8,34 (1H, s).
Ib: 4-(4-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluorofenil)
HO tetrahidrofurano-3-il)metoxi)-3-metilfenil)piperazina-1-il)-N-((1R,2R)-2-hidroxiciclohexil)benzamida.

P tR 2,14 min (Procedimiento 1a); m/z 687 (M+H)* (ES*);

HN—<:> RMN 'H &:1,15-1,28 (4H, m), 1,61-1,65 (2H, m), 1,82-1,92 (2H, m), 2,10 (3H, s), 2,16 (1H, dd), 2,37-
2,43 (1H, m), 2,52-2,58 (1H, m), 3,12-3,15 (4H, m), 3,36-3,43 (5H, m), 3,55-3,62 (1H, m), 3,68 (1H, dd),

3,74-3,79 (2H, m), 4,05 (1H, dd), 4,53-4,62 (3H, m), 6,75 (2H, br s), 6,85 (1H, br s), 6,97-7,02 (3H, m),
7,25-7,34 (2H, m), 7,76-7,82 (4H, m), 8,34 (1H, s).
Ic: 4-(4-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluorofenil)
tetrahidrofurano-3-il)metoxi)-3-metilfenil)piperazina-1-il)-N-((1S,2R)-2-hidroxiciclohexil)benzamida.
A tR 2,46 min (Procedimiento 1b); m/z 687 (M+H)* (ES*);
Jjb,lt‘l‘<:> RMN 'H &: 1,23-1,34 (2H, m), 1,41-1,74 (6H, m), 2,10 (3H, s), 2,16 (1H, dd), 2,37-2,42 (1H, m), 2,52-
/ 2,58 (1H, m), 3,12-3,14 (4H, m), 3,36-3,38 (4H, m), 3,68 (1H, dd), 3,74-3,82 (4H, m), 4,05 (1H, dd), 4,58
(2H, dd), 4,68 (1H, d), 6,75 (2H, br s), 6,85 (1H, br s), 6,98-7,02 (3H, m), 7,26-7,34 (2H, m), 7,51 (1H,
d), 7,75-7,77 (3H, m), 8,34 (1H, s).
Id: 4-(4-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluorofenil)
tetrahidrofurano-3-il)metoxi)-3-metilfenil)piperazina-1-il)-N-((1R,2S)-2-hidroxiciclohexil)benzamida.

tR 2,46 min (Procedimiento 1b); m/z 687 (M+H)* (ES*);
HN RMN 'H &: 1,23-1,34 (2H, m), 1,41-1,74 (6H, m), 2,10 (3H, s), 2,16 (1H, dd), 2,37-2,42 (1H, m), 2,52-
2,58 (1H, m), 3,12-3,14 (4H, m), 3,36-3,38 (4H, m), 3,68 (1H, dd), 3,74-3,82 (4H, m), 4,05 (1H, dd), 4,58

(2H, dd), 4,68 (1 H, d), 6,75 (2H, br s), 6,85 (1 H, brs), 6,97-7,02 (3H, m), 7,25-7,34 (2H, m), 7,50 (1H,
d), 7,75-7,77 (3H, m), 8,34 (1H, s).

HO,

Ensayos bioldgicos: procedimientos experimentales
Evaluacidn del crecimiento flngico plancténico: Ensayo de microdilucion en caldo

Este ensayo se efectud usando un procedimiento modificado publicado por EUCAST (Rodriguez-Tudelay col., 2008).
Se cultivaron esporas de Aspergillus fumigatus (NCPF2010, NCPF7010 [mutacién 220 de metionina], NCPF7099
[mutacion G54 de glicina] de Public Health England, Wiltshire; mutantes TR34/L98H del St Louis Hospital, Paris,
Francia; mutantes TR46/Y121F/T289A de la Universidad de Delhi, Delhi, India) en agar dextrosa Sabouraud durante
3 dias. Se prepard una suspension madre de esporas a partir de un cultivo de agar dextrosa Sabouraud lavando con
PBS-tween (10 ml; solucion salina tamponada con fosfato que contiene 0,05 % de Tween-20, 100 U/ml de penicilina
y 100 U/ml de estreptomicina). El recuento de esporas se evalué usando un hemocitémetro Neubauer y a continuacién
se ajusto a 108 esporas/ml con PBS. Se prepar6 una suspension de trabajo de esporas (2 x 10° esporas/mL) en BSA
MOPS RPMI-1640 (50 mL; RPMI-1640 que contiene L-glutamina 2 mM, 0,5 % de BSA, 2 % de glucosa, MOPS 0,165
M, tamponado a pH 7 con NaOH) esterilizado con filtro.

Para el ensayo, primero se adicion6 BSA MOPS RPMI-1640 (50 pl/pocillo) en toda la placa de 384 pocillos (nUmero
de catalogo 353962, BD Falcon, Oxford, Reino Unido). Los compuestos de prueba (solucién de DMSO de 0,5 pl) se
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adicionaron, a continuacion, por cuadruplicado usando un VIAFLO 96 de Integra (Integra, Zizers, Suiza) y se mezclaron
bien usando un mezclador de placas. Posteriormente, se adicionaron 50 ul de la suspension de trabajo de esporas
preparada anteriormente a todos los pocillos excepto a los pocillos de control sin esporas. Para los pocillos de control
sin esporas, se adicion6 en su lugar solucion de BSA MOPS-RPMI (50 pl/pocillo). La placa se cubrié con una tapa de
plastico y se incubd (35°C con aire ambiente) durante 48 h. La DO de cada pocillo a 530 nm se determind usando un
multiescaner (Clariostar: BMG, Buckinghamshire, Reino Unido). Se calcul6 el porcentaje de inhibicidén para cada pocillo
y se calcularon los valores CMIso, CMI75 y CMIlgo a partir de la curva de concentracion-respuesta generada para cada
compuesto de ensayo.

El cribado del panel de hongos fue realizado por Eurofins Panlabs Inc. Los valores CMI y CMIso de los articulos de
ensayo se determinaron siguiendo las directrices del CLSI: procedimientos de microdilucién en caldo para levaduras
(CLSI M27-A2), (CLSI, 2002) y para hongos filamentosos (CLSI M38-A), (CLSI, 2008).

Infeccion con Aspergillus fumigatus de células epiteliales bronquiales

Se sembraron células BEAS2B en placas de 96 pocillos (100 pl; 3 x 10* células/pocillo; No. de catalogo 3596, Sigma
Aldrich, Dorset, Reino Unido) en 10 % de FBS RPMI-1640 y a continuacion se incubaron (37°C, 5 % de CO2) durante
un dia antes de la experimentacion. Se adicionaron los compuestos de ensayo (solucién de DMSO de 0,5 pl) o vehiculo
(DMSO) a cada pocillo para proporcionar una concentracion final de DMSO de 0,5%. Las células BEAS2B se incubaron
con los compuestos de ensayo durante 1 h (35°C, 5% de COz2) antes de la infeccién con suspension de conidios (0,5
x 10%/ml en 10% de FBS RPMI-1640) de Aspergillus fumigatus (20 pl; Public Health England). La placa se incubd
durante 24 h (35°C, 5% de CO2). El sobrenadante (50 pl) se recolectd y se transfirié a una placa de PCR (No. de
catdlogo L1402-9700, Starlab, Milton Keynes, Reino Unido), que se congeld (-20°C) hasta su uso. Después de
descongelar, el sobrenadante (5 pl) se diluy6é 1:20 adicionando solucién de R7-PBS (95 ul; R7 a PBS 1:4; Bio-Rad
Laboratories, Redmond, WA, EE.UU.). Los niveles de galactomanano en estas muestras (50 pl) se midieron usando
kits de Platelia GM-EIA (Bio-Rad Laboratories, Redmond, WA, EE.UU.). Se calculé el porcentaje de inhibicién para
cada pocillo y se calcul6 el valor Clso a partir de la curva de concentracién-respuesta generada para cada compuesto
de ensayo.

Infeccion con Aspergillus fumigatus de bicapas de alvéolos humanos

Los modelos in vitro de alvéolos humanos, que consisten en una bicapa de células epiteliales y células endoteliales
alveolares humanas, como se describié anteriormente (Hope y col., 2007). Este sistema permite la administracion de
un compuesto de ensayo a los compartimentos superior (espacio "aire”) y/o inferior (espacio "sistémico”). Esta
flexibilidad se ha aprovechado para explorar los efectos del tratamiento combinado administrando el Compuesto (1) de
compuesto a la camara superior y posaconazol u otros agentes antifingicos a la camara inferior. Se cosecharon
células endoteliales de arteria pulmonar humana primarias (HPAEC) y se diluyeron a 10° células/ml en medio EGM-2
(Lonza, Basilea, Suiza). Se invirtieron los transpocillos y se aplicé la suspension de células (100 pl/pocillo) a la base
de cada transpocillo. Los transpocillos invertidos se incubaron a TA dentro de una campana de flujo durante 2 h,
después de lo cual se giraron a la posicion vertical. Se adicion6 medio EGM-2 a los compartimientos inferior (700
pl/pocillo) y superior (100 ul/pocillo) y se incubaron los transpocillos durante 48 h (37°C, 5% de CO3). El medio EGM-
2 del compartimiento inferior se sustituyd a continuacion por medio EGM-2 fresco. Las células A549 se cosecharon y
diluyeron a 5 x 10% células/ml en 10 % de EBM, a continuacion, se adicionaron al compartimiento superior (100
pl/pocillo) de todos los transpocillos y se incubaron las placas durante 72 h (37°C, 5 % de COz). Se cultivaron conidios
de cepas de Aspergillus fumigatus s sensibles al itraconazol (NCPF2010) y resistentes al itraconazol (TR34-L98H) por
separado en agar dextrosa Sabouraud durante 3 dias. Se prepar6 una suspension madre de conidios de cualquiera
de las cepas a partir de un cultivo de agar dextrosa Sabouraud lavando con PBS-tween (10 ml; PBS que contiene 0,05
% de Tween-20, 100 U/ml de penicilina y 100 U/ml de estreptomicina). El recuento de conidios se evalu6 utilizando un
hemocitometro Neubauer y se ajusto a 108 conidios/ml con PBS. Se preparé una solucion madre de trabajo de conidios
en EBM (10° conidios/ml) inmediatamente antes de su uso.

Se adicionaron los compuestos de ensayo y de referencia (0 DMSO puro como vehiculo) a los pocillos apropiados de
placas de 24 pocillos (3 pl/pocillo que contenian 600 pl de FBS EBM a 2%) para el tratamiento del compartimiento
inferior y a placas de 96 pocillos (1 pl/pocillo que contenia 200 yl de FBS EBM a 2%) para el tratamiento del
compartimiento superior, para proporcionar una concentracion final de DMSO de 0,5%. Se aspird el medio del
compartimiento superior y se adicionaron los que contenian los compuestos de ensayo y de referencia apropiados, o
vehiculo, (100 pl/pocillo). Los transpocillos se transfirieron a continuacion a la placa de 24 pocillos que contenia los
compuestos de ensayo y de referencia o vehiculo de DMSO. Después de la incubacion durante 1 h (35°C, 5 % de
COy2), se adiciond la suspension de conidios (10 pl/pocillo) al compartimiento superior de cada transpocillo. Las placas
se incubaron a continuaciéon durante 24 h (35°C, 5% de COz2). Los sobrenadantes de cada compartimiento (5
pl/compartimento) se recolectaron y almacenaron (-20°C). El medio se sustituyé diariamente después de recolectar
los sobrenadantes y se trataron todos los pocillos con los compuestos de ensayo y de referencia o con DMSO, como
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se describié anteriormente, durante 3 dias. Se siguieron recolectando muestras hasta que el crecimiento fungico fue
visible a simple vista en todos los transpocillos. Los niveles de GM en el sobrenadante del compartimiento inferior se
midieron a continuacion mediante ELISA (BioRad, CA, EE.UU.) como un indice de la invasion de Aspergillus fumigatus.

Viabilidad celular: ensayo de resazurina

Las células BEAS2B se sembraron en placas de 384 pocillos (100 pl; 3000/pocillo; BD Falcon, No. de catalogo 353962)
en RPMI-LHC8 (medio RPMI-1640 y LHC8 combinado en proporciones iguales) un dia antes de la experimentacion.
Para los pocillos de control exentos de células, se adicion6 RPMI-LHC8 (100 ul). Se adicionaron los compuestos de
ensayo (0,5 pl de una solucion de DMSO) para proporcionar una concentracion final de DMSO de 0,5 % usando un
VIAFLO 96 de Integra (Integra, Zizers, Suiza). Se incubaron células BEAS2B con cada compuesto de ensayo durante
1 dia (37°C/5% de CO2 en RPMI-LHCS8). Después de la adicién de solucién madre de resazurina (5 pl, 0,04 %), las
placas se incubaron durante 4 h adicionales ((37°C/5% de CO3). La fluorescencia de cada pocillo a 545 nm (excitacion)
y 590 nm (emision) se determind usando un multiescaner (Clariostar: BMG Labtech). El porcentaje de pérdida de
viabilidad celular se calculé para cada pocillo con respecto al tratamiento con vehiculo (0,5 % de DMSO). Cuando
procedia, se calculé un valor CCso a partir de la curva de concentracion-respuesta generada a partir de la curva de
concentracion-respuesta para cada compuesto de ensayo.

Actividad antifangicain vivo

Aspergillus fumigatus (ATCC 13073 [cepa: NIH 5233], American Type Culture Collection, Manassas, VA, EE.UU.) en
placas de agar de Malta (Nissui Pharmaceutical, Tokio, Japon) durante 6-7 dias a TA (24 £ 1°C). Las esporas se
desprendieron asépticamente de las placas de agar y se suspendieron en agua destilada estéril con 0,05 % de Tween
80y 0,1 % de agar. El dia de la infeccion, se evaluaron los recuentos de esporas mediante hemocitometro y se ajusto
el indculo para obtener una concentracion de 1,67 x 108 esporas ml"' de solucién salina fisioldgica. Para inducir la
inmunosupresion y neutropenia, se administré a ratones A/J (machos, 5 semanas de edad) hidrocortisona (Sigma
H4881; 125 mg/kg, sc,) en los dias 3, 2 y 1 antes de la infeccidn, y ciclofosfamida (Sigma C0768; 250 mg/kg, i.p.) 2
dias antes de la infeccion. El dia 0, los animales se infectaron con la suspensién de esporas (30 pl intranasalmente).

Las sustancias de ensayo se administraron por via intranasal (35 pl de una suspensiéon (0,0032-10,0 mg/mL de
sustancia farmacolégica en solucion salina fisiolégica) una vez al dia, soélo los dias 1, 2 y 3 (lo que representa un
régimen de tratamiento terapéutico). Para un tratamiento profilactico prolongado, se administraron compuestos de
ensayo (35 ul de una suspension de 0,0032 o 0,016 mg/mL en solucién salina fisioldgica) por via intranasal una vez
al dia durante siete dias. Un grupo recibio la dosis 30 minutos antes de la infeccion el dia 0, pero no posteriormente,
mientras que un segundo grupo recibié una dosis adicional los dias 1, 2 y 3 después de la infeccion. Los efectos de
estos paradigmas de tratamiento se compararon con los obtenidos cuando el tratamiento se limitd, en otros grupos, a
un dia o a 30 minutos antes de la inoculacién y a continuacion, a los dias 1, 2 y 3 después de la infeccion en ambos
casos. En un ultimo grupo, la dosificacion se limitd aun mas con animales a los que se les administré dos veces, solo
un dia y 30 min. antes de la infeccion.

El peso corporal de los animales se monitorizé diariamente y a las 6 horas después de haber administrado la ultima
dosis del farmaco el dia 3, se anestesioé a los animales, se les introdujo una canula en la traquea y se recolectaron
sangre y tejido pulmonar en BALF. Los niveles de IL-6 y TNFa en suero se determinaron usando el kit de ELISA de
IL-6 o TNF-a de ratén Quantikine® (R&D systems, Inc., Mineapolis, MN, EE.UU.), respectivamente. EI GM de
Aspergillus en suero se determiné usando kits de Platelia GM-EIA (Bio-Rad Laboratories, Redmond, WA, EE.UU.). El
indice de corte (COI) se calculé mediante la formula: indice de corte = DO en la muestra /DO en el control de corte
proporcionado en el kit. Para los ensayos de carga fungica tisular, se eliminaron asépticamente 100 mg de tejido
pulmonar y se homogeneizaron en 0,2 ml de agar a 0,1 % en agua destilada estéril. Los homogenatos pulmonares
diluidos en serie se emplacaron en placas de agar de malta (50 pL/placa) y se incubaron a 24+1°C durante 72 a 96 h.
Se contaron las colonias de A. fumigatus en cada placa y la concentracion fungica se presenta en esta solicitud como
UFC por gramo de tejido pulmonar.

Para determinar el contenido de ADN de Aspergillus fumigatus, se extrajo ADN o bien, de pulmones infectados o de
Aspergillus fumigatus con el Isoplant (Nippon Gene) segun las instrucciones del fabricante. Los tejidos cortados a <3
mm de cualquier longitud se mezclaron con la solucién | (tampén de extraccion: 300 pL). A continuacion, se afiadid
solucion Il (tampdn de lisis; cloruro de bencilo:150 pL) a las mezclas y se mezclaron con un mezclador de vértice
durante 5 segundos. Después de incubar a 50°C durante 15 min, se afiadio la solucion Il (acetato de sodio, pH5,2:
150 yL) a las mezclas, que se agitaron enérgicamente durante 1-3 segundos y a continuacion, se incubaron en hielo
durante 15 min. Después de la incubacion, las mezclas se centrifugaron a 12.000 g durante 15 min a 4°C. El ADN en
las fases ac. superiores de los sobrenadantes se precipitdé con etanol al 100% (x 2,5 vol), se lavé con etanol al 70% y
se disolvié en 5-10 uL de tampodn TE.
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La amplificacion de ADN se realizé con Premix Ex Taqg™ (Takara Bio) en la placa de reaccion 6ptica de 96 pocillos.
Los fragmentos genéticos de ARNr de Aspergillus fumigatus 18S se amplificaron con el par de cebadores; 5'-
GGCCCTTAA ATAGCCCGGT-3' (SEQ ID N.° 1) y 5-TGAGCCGATAGTCCCCCTAA-3' (SEQ ID N.° 2), y la sonda de
hibridacion; 5'-FAM-AGCCAGCGCCCGCAAATG-TAMRA-3' (SEQ ID N.° 3). Se realiz6 una PCR en tiempo real en un
(25 pL contenian 50 ng de ADN de ratén con 200 nM de sonda) en las siguientes condiciones: incubacion inicial
durante 2 min a 50°C, desnaturalizacion inicial durante 10 min a 95°C, seguida de 55 ciclos de 15 segundos a 95°C y
1 min a 65°C. Las cantidades de ADN de Aspergillus fumigatus en 50 ng de ADN de pulmdn de ratdn se evaluaron a
partir de la curva estandar con 0,05-50.000 pg de ADN de Aspergillus fumigatus.

Resumen de los resultados del cribado

El Compuesto (I) presenta una actividad inhibidora potente contra el crecimiento fungico plancténico como se evaltua
en un ensayo de microdilucion en caldo (Tabla 3).

Tabla 3 Efectos del tratamiento con voriconazol, posaconazol, anfotericina B y los Compuestos (la-d)) sobre el
crecimiento fungico plancténico de aislados de Aspergillus fumigatus.
Valores CMIzs (nM) contra las cepas clinicas de Aspergillus fumigatus

Tratamiento (compuesto de indicadas’
prueba)
NCPF2010 L98H TR46 NCPF7099 NCPF7100
Voriconazol 511 2585 > 2860 113 543
Posaconazol 10,9 98,3 414 167 59,7
Anfotericina B 407 195 187 248 523
Compuesto (la) 2,81 12,7 93 10,0 12,7
Compuesto (Ib) 8,02 303 334 86,2 87,3
Compuesto (la) 2,27 54,9 164 11,5 10,9
Compuesto (Id) 8,51 70,0 316 11,7 25,2

Notas al pie de la tabla: 1. Ensayo de microdilucion en caldo, n = 2-3

En estos ensayos, el Compuesto (la) en particular mostré una potencia significativamente mayor frente a las cepas
resistentes al posaconazol (NCPF7099, NCPF7100, TR34/L98H y TR46/Y121F/T289A) y a una cepa sensible al
posaconazol (NCPF2010), que el posaconazol, el voriconazol y la anfotericina B.

Los compuestos (lay Ic) también demuestran una actividad inhibidora potente contra la infeccién fungica de las células
epiteliales bronquiales (Tabla 4). En estos sistemas de ensayo, los Compuestos (la y Ic) mostraron una potencia
significativamente mayor que el voriconazol y una potencia mayor que el posaconazol. La incubaciéon con los
compuestos (la, Ib, Ic y Id) tuvo poco o ningun efecto sobre la viabilidad de las células epiteliales bronquiales BEAS2B
en las concentraciones que se indican a continuacion.

Tabla 4: Efectos del tratamiento con voriconazol, posaconazol, anfotericina B y los Compuestos (la-d) sobre el
crecimiento fungico plancténico de Aspergillus fumigatus (NCPF2010), sobre la infeccidn fungica de células epiteliales
bronquiales BEAS2B y sobre la viabilidad de las células BEAS2B.

Valores CMIso / CCso para el tratamiento indicado (nM)

Infeccidn de células BEAS2B' Viabilidad celular de BEAS2B2

Tratamiento (compuesto de prueba)

CMiso CCso
Voriconazol 154 > 28600
Posaconazol 11,6 > 14300
Anfotericina B ne 2343
Compuesto (la) 6,35 >14600
Compuesto (Ib) ne > 14600
Compuesto (Ic) 1,86 >14600
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Valores CMIso / CCso para el tratamiento indicado (nM)

Infeccidn de células BEAS2B' Viabilidad celular de BEAS2B2
CMilso CCso

Tratamiento (compuesto de prueba)

Compuesto (Id) ne >14600

Notas al pie de la tabla: 1. Células epiteliales bronquiales; n = 1-3; 2. n = 3; ne: no ensayadas.

Los efectos del Compuesto (I) sobre el crecimiento de un amplio abanico de patégenos fungicos se evaluaron usando
los procedimientos de microdilucion en caldo del CLSI. Se hallé que el compuesto (la) era un potente inhibidor del
crecimiento de Aureobasidium pullulans, Rhizopus oryzae, Cryptococcus neoformans, Chaetomimum globosum,
Penicillium chrysogenum, Fusarium graminearum, Cladosporium herbarum y Trichophyton rubrum asi como de
algunas especies de Candida spp. (notablemente Candida albicans, Candida glabrata y Candida krusei) y algunas
especies de Aspergillus spp. (notablemente Aspergillus flavus) (Tabla 5).

Tabla 5 Efectos inhibidores del Compuesto (la) sobre el crecimiento de un intervalo de especies fungicas.

Compuesto (la) Voriconazol Posaconazol
Agente fungico Cepa CMilso CMl100 CMilso CMl100 CMlso CMl100
(Mg/ml) (Hg/ml) (Mg/ml)
Aspergillus flavus ATCC204304 0,13 0,13 1,0 2,0 0,063 0,13
Aureobasidium pullulans ATCC9348 0,25 1,0 >8,0 >8,0 0,25 1,0
20240,047 0,016 >2,0 0,031 >8,0 0,031 >8,0
Candida albicans ATCC10231 0,25 >2,0 0,25 >8,0 0,13 >8,0
20183,073 0,125 >2,0 4,0 >8,0 0,25 >8,0
Candida glabrata ATCC36583 0,25 >2,0 0,25 >8,0 0,5 >8,0
201971 0,0078 >2,0 0,031 >8,0 0,031 >8,0
Candida krusei ATCC6258 0,25 0,25 0,25 1,0 0,13 0,25
Rhizopus oryzae ATCC11145 0,25 0,5 8,0 >8,0 0,13 >8,0
Cryptococcus neoformans ATCC24067 0,016 0,063 0,016 1,0 0,016 0,25
Chaectomium globosum ATCC44699 0,031 0,13 0,5 1,0 0,13 0,25
Fusarium graminearum ATCC16106 0,13 0,5 >8,0 >8,0 >8,0 >8,0
Penicillium chrysogenum ATCC9480 0,063 0,13 1,0 2,0 0,063 0,13
Cladosporium herbarum NCPF2564 0,016 0,016 SD SD SD SD
Trichophyton rubrum ATCC10218 SD 0,031 <0,008 0,063 <0,008 0,031

Notas al pie de la tabla: CMIso / CMl100= concentracion requerida para la inhibicion de 50% y 100% del crecimiento
fungico mediante inspeccion visual (CLSI). SD = sin determinar

Las actividades inhibidoras de la invasion alveolar de Aspergillus fumigatus (cepa sensible a los azoles: NCPF2010; y
cepa resistente a los azoles TR34/L98H) se determinaron midiendo el galactomanano (GM) en la camara inferior en
bicapas de alvéolos humanos 1 dia después de la infeccién. La administracion del Compuesto (la) a la camara apical
produjo una inhibicién dependiente de la concentracién de los niveles de GM en la camara inferior, con efectos
maximos superiores al 90% para ambas cepas (Tablas 6y 7).

Tabla 6 Efectos del Compuesto (la) y posaconazol sobre la invasion de Aspergillus fumigatus (cepa susceptible a los

azoles: NCPF2010) en la camara inferior en bicapas de alvéolos humanos (transpocillos).
Valores CMI para el tratamiento indicado (nM)
Tratamiento (compuesto de prueba) CMiso CMlsgo
Posaconazol 155 212
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Valores CMI para el tratamiento indicado (nM)

Compuesto (la) 154 185

Nota al pie de la tabla: n = 3.

Tabla 7 Efectos del Compuesto (la) y posaconazol sobre la invasion de Aspergillus fumigatus (cepa resistente a los
azoles: TR34/L98H) en la camara inferior en bicapas de alvéolos humanos (transpocillos).

Tratamiento Valores CMI para el tratamiento indicado (nM)
Compuesto de ensayo CMlso CMilso
Posaconazol 315 793
Compuesto (la) 261 417

Nota al pie de la tabla: n =1

5

Cuando las actividades inhibidoras se monitorizaron durante varios dias después de la infeccion, se hallé que los
efectos inhibidores tempranos de la monoterapia con el Compuesto (la) (0,1 pyg/mL en la camara superior) o
posaconazol (0,01 yg/mL en la camara inferior) desaparecian rapidamente (Tabla 8). Por el contrario, el tratamiento
combinado con el Compuesto (la) en la camara superior y posaconazol en la camara inferior (como anteriormente)

10 produjo una inhibicion sostenida de la invasion después de la infeccion. Por consiguiente, DFBso para el tratamiento
combinado fue 3,63 dias, mucho mas largo que los valores para cualquiera de los compuestos por si solos (Tabla 8).
Este efecto sinérgico o al menos aditivo de la terapia combinada también se dio cuando el tratamiento con el
Compuesto (la) se combiné con el de intraconazol, voriconazol o caspofungina (resultados no presentados).

15 Tabla 8 Efectos del Compuesto (la), el posaconazol y el tratamiento combinado sobre la invasidon de Aspergillus
fumigatus (NCPF2010) en la camara inferior en bicapas de alvéolos humanos (transpocillos).

Niveles de GM en la camara inferior para los tratamientos indicados Valor de DO (% de inhibicion frente al

control)
Dia de tratamiento Vehiculo Compuessl::é:?g‘rCémara Posacoir:]af:?il;Cémara 1’:::&‘;23?

0 0 0 0 0

1 0,73 0,24 (66) 0,074 (89) 0,019 (97)
2 1,73 1,71 (1,5) 1,71 (1,5) 0,11 (94)
3 1,82 1,67 (8,6) 1,70 (7,1) 0,18 (90)
4 1,65 1,68 (-1,6) 1,70 (-3,0) 1,34 (19)
5 1,64 1,63 (0,2) 1,69 (-3,6) 1,72 (-5,3)
6 1,55 1,57 (-1,8) 1,59 (-3,0) 1,62 (-4,6)
7 1,66 1,54 (7,1) 1,62 (2,5) 1,59 (4,4)

i\;a:jl;)crae:oI:FBso para los tratamientos 1,04 1,16 3,63

Notas al pie de la tabla: 1. Administrado a 0,1 pg/ml; 2. Administrado a 0,01 pg/ml; DFBso:: dias necesarios para
alcanzar una carga fungica de 50 % del control

Ademas, este tratamiento combinado ha sido probado en bicapas infectadas con la cepa resistente al azol de
20 Aspergillus fumigatus: TR34-L98H (Tabla 9) La monoterapia con el Compuesto (la) (0,3 pg/ml) en la camara superior

o con posaconazol (0,1 ug/ml) en la cdmara inferior mostré un beneficio limitado. Por el contrario, la combinacion del

Compuesto (la) y posaconazol presento efectos inhibidores notables sobre la invasion fungica en la camara inferior.

Tabla 9 Efectos del Compuesto (la), el posaconazol y el tratamiento combinado sobre la invasion de Aspergillus

25 fumigatus (cepa resistente a los azoles: TR34-L98H) en la camara inferior en el sistema celular de bicapa alveolar
(transpocillos)
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Niveles de GM en la camara inferior para los tratamientos indicados Valor de DO (% de inhibicion frente al
control con vehiculo)

1~z PP -
Dia de tratamiento Vehiculo Compuesto (I_) Camara Posaco_nazo_l Camara Tratan_uento
superior inferior combinado
0 0 0 0 0
1 0,63 0,016 (98) 0,016 (98) 0,014 (98)
2 1,11 0,84 (24) 0,73 (35) 0,015 (99)
3 1,06 1,01 (4,6) 1,16 (-10) 0,020 (98)
_Valpres DFBso para los tratamientos 1,53 1,94 >3
indicados

Notas al pie de la tabla: 1. Administrado a 0,3 pg/ml; 2. Administrado a 0,1 ug/ml; DFBso: dias necesarios para
alcanzar una carga fungica de 50 % del control

Cuando se administro por via intranasal a ratones neutropénicos inmunocomprometidos, en los dias 1, 2 y 3 después
de la inoculacion (tratamiento terapéutico), el Compuesto (la) mostré cierta proteccién contra la pérdida de peso
5 corporal, medida a lo largo de 3 dias, causada por la infeccién con Aspergillus fumigatus en dosis mas bajas que las
requeridas de posaconazol. (Tabla 10).

Tabla 10: Efectos del tratamiento con el Compuesto (la) o posaconazol sobre la pérdida de peso corporal de ratones
neutropénicos inmunocomprometidos causada por infeccién con A. fumigatus.

Pérdida de peso corporal'? (Porcentaje de inhibicion de la

Régimen de Conc. de farmaco pérdida de peso)
tratamiento? (mg/ml)
Dia 2 Dia 3
Vehiculo mas esporas ninguna 55+15 10,7 +1,8
0,0032 4,2+ 1,2 (24) 9,7+2,1(9)
Compuesto (la) 0,016 3,6 +£1,2(35) 9,7+3,2(9)
0,08 2,8 +2,4 (49) 8,3 16,7 (22)
Vehiculo mas esporas ninguna 47 +21 93+27
0,4 5,4 £ 0,4 (-15) 9,2+4,0(1)
Posaconazol 2 3,9+1,3(17) 7,1+1,9 (24)
10 3,9+1,3(17) 4,3 +£1,8(54)

Notas al pie de la tabla: 1. Porcentaje de pérdida de peso causada por la infeccion con A. fumigatus en comparacion
con el peso del animal el dia 1 cuando se inicio el tratamiento; 2. Se realizaron dos estudios separados.

10

Ademas, el tratamiento terapéutico con el compuesto (la) mostré efectos superiores al posaconazol en la carga fingica

en el pulmén, en las concentraciones de galactomanano en el suero y en el contenido de ADN de Aspergillus fumigatus

en los pulmones. Estos datos sobre el Compuesto (1) se muestran en la Tabla 11 y en las figs. 1,2 y 3.
15

Tabla 11: Efectos del tratamiento profilactico y terapéutico con el Compuesto (la) sobre las UFC en el pulmon, las

concentraciones de galactomanano en suero y en el ADN de Aspergillus en los pulmones de ratones neutropénicos

inmunocomprometidos infectados con Aspergillus fumigatus

% de inhibicion de la respuesta

Régimen de Conc. de farmaco
tratamiento (ug/ml) UFC (/mg de GM en suero  ADN en el pulmén (pg/50ng de
pulmén) (COI) ADN de raton)
Vehiculo mas Ninguna 31,7+ 17,4 3,38 £ 2,02 70,7 + 41,3
esporas
Compuesto (la) 3,2 25,8 + 20,8 (19) 2,85+2,76 41,7 £ 29,0 (41)

(16)
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% de inhibicion de la respuesta

Régimen de Conc. de farmaco -
tratamiento (Mg/ml) UFC (/mg de GM en suero  ADN en el pulmén (pg/50ng de
pulmon) (Col) ADN de raton)
16 24,2 + 15,8 (24) 3'01(1*1)2’14 56,1 + 53,4 (21)
80 9,30 + 5,20 (71) 0’532814;)’38 4,10 £ 4,60 (94)

Notas al pie de la tabla: los datos para la carga fungica se presentan como la media + error estandar de la media
(EEM; n = 6).

También se presentan a continuacion los valores Dlso para prosaconazol y el Compuesto (la), administrados con fines
terapéuticos en experimentos independientes (Tabla 12).

Tabla 12: Valores Dlso para el tratamiento terapéutico con posaconazol y el Compuesto (la) sobre la carga fungica en
el pulmoén, sobre las concentraciones de galactomanano en suero y sobre el contenido de ADN de Aspergillus
fumigatus en el tejido pulmonar de ratones neutropénicos inmunocomprometidos infectados con Aspergillus fumigatus.

Valores Dlso para la respuesta indicada (mg/ml)

Sustancia del farmaco (régimen

terapéutico) Carga ft’mgi'ca enel GMen ADN de A. fum[gatus en el
pulmén suero pulmén
Compuesto (la) 0,051 0,047 0,050
Posaconazol 0,39 0,59 ne

Notas al pie de la tabla: ne: no ensayado

También se hall6é que el tratamiento terapéutico con el Compuesto (la) inhibe las concentraciones de citoquinas séricas
en ratones neutropénicos e inmunocomprometidos infectados con Aspergillus fumigatus. (Tablas 13 y 14; Figuras 1,
2y 3). Los valores Dlsp calculados para la inhibicion de los niveles de citoquinas séricas (Tabla 14) son muy similares
a los observados para la carga fungica pulmonar, las concentraciones séricas de galactomanano y el contenido de
ADN de Aspergillus fumigatus pulmonar (arriba).

Tabla 13: Efectos del tratamiento terapéutico con el Compuesto (la) sobre los niveles de IL-6 y TNFa en el suero de
ratones neutropénicos inmunocomprometidos infectados con Aspergillus fumigatus.

Conc. de los biomarcadores (pg/ml) (% de inhibicién)

Régimen de tratamiento Conc. de farmaco (ug/ml)

IL-6 TNFa
Vehiculo mas esporas ninguna 298 + 142 35,3+ 10,1
3,2 247 £ 185 (17) 28,1 + 13,8 (20)
Compuesto (la) 16 262 + 185 (12) 21,8 + 14,6 (38)
80 66,5 + 32,9 (78) 4,7+ 1,0 (87)

Notas al pie de la tabla: los datos para las concentraciones de biomarcador se presentan como la media £ error
estandar de la media (EEM), N = 6.

Tabla 14: Valores de Dlso para el tratamiento terapéutico con el Compuesto (la) sobre los niveles de IL-6 y TNFa en
el suero de ratones neutropénicos inmunocomprometidos infectados con Aspergillus fumigatus.

Valores de Dlso para los biomarcadores indicados (mg/ml)
IL-6 TNFa
Compuesto (la) 0,050 0,027

Sustancia del farmaco (régimen profilactico)

También se evaluaron los efectos de la administracion profilactica prolongada del Compuesto (la) en ratones
neutropénicos inmunocomprometidos infectados con Aspergillus fumigatus. Se hallé que la profilaxis prolongada con
el Compuesto (la) inhibia la carga fungica en el pulmén, asi como las concentraciones de GM, tanto en BALF como
en suero, a dosis 25 veces inferiores que las usadas en un estudio anterior (Tabla 15). Ademas, los datos sugieren
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una acumulacioén de efectos antifungicos en el pulmén en la administracion repetida, ya que siete dias de profilaxis
produjeron efectos antifingicos mayores que el tratamiento profilactico durante un solo dia. La persistencia de accion
del compuesto en el pulmoén es sugerida por el hallazgo de que el tratamiento en los dias -7 al dia 0 generdé efectos
antifungicos superiores en el dia 3 que los resultantes del tratamiento solo en los dias -1 y 0.

Tabla 15 Efectos de la administracion profilactica prolongada del Compuesto (la) sobre la carga fungica (UFC) en el
pulmoén y las concentraciones de GM en el BALF y suero en ratones neutropénicos inmunocomprometidos infectados
con Aspergillus fumigatus.

Valores UFC, valores COl de GM en BALF y en suero

Régimen de tratamiento’ (dias Dosis del compuesto y porcentaje de inhibicién de respuestas’

de administracién) (la) (ug/mL) UFC (/mg de GM en BALF GM en suero
pulmoén) (col) (Col)
Vehiculo mas esporas Ninguna 92+49 41+£0,7 3,9+£0,7

-Ta+3 0,64 2,0+3,6(78) 3,1+0,85(24) 2,6+0,82(33)

1a+3 0,64 4,0+5,2 (57) 3,9 £0,59 (5) 3,6 £ 0,52 (8)

-7Ta+3 3,2 0,04 +0,08(99,6) 1,5+0,59(63) 1,5+0,85(62)

-1a+3 3,2 1,0 £ 1,4 (89) 34+046(17) 2,8+0,24 (28)

-7a0 3,2 0,9+ 1,1(90) 2,9+0,97(29) 2,6+0,48(33)
-1,0 3,2 20,4 + 15,7 (-222) 4,5+0,63 (-10) 4,7 £ 0,65 (-21)

Notas al pie de la tabla: 1. El valor de N fue cinco para todos los grupos tratados con vehiculo y con farmaco; 2. Los
datos para la carga fungica y los niveles de GM se presentan como la media + error estandar de la media, y el
porcentaje de inhibicidn, con respecto al vehiculo.

Farmacocinética in vivo

Es un procedimiento usado habitualmente para agentes terapéuticos pulmonares que se van a administrar a los
pulmones de animales, por ejemplo, ratones, y plasma recolectado en diversos momentos después de la
administracion con el fin de caracterizar la exposicién sistémica resultante al compuesto administrado.

El compuesto de la invencién se puede ensayar en tales sistemas in vivo como los anteriormente mencionados.
Resumen del perfil biolégico del Compuesto (1)

Se hallé que el Compuesto (), en forma de los cuatro estereoisémeros, es un potente inhibidor del crecimiento
plancténico de Aspergillus fumigatus y de la infeccidon celular epitelial bronquial. EI Compuesto (la) inhibio el
crecimiento de los aislados de Aspergillus fumigatus resistentes al posaconazol y al voriconazol, demostrando una
mayor potencia que el posaconazol, el voriconazol y la anfotericina B contra estas cepas. También se hallé6 que un
amplio abanico de otros hongos patégenos eran sensibles al Compuesto (la). Se han demostrado efectos sinérgicos
o al menos aditivos para el Compuesto (la) en combinacién con posaconazol, itraconazol, voriconazol y caspofungina.
In vivo, en ratones neutropénicos e inmunocomprometidos infectados con Aspergillus fumigatus, el Compuesto (la)
demostrd una potente inhibicidon de la infeccion con Aspergillus fumigatus, asi como también la respuesta inmune
pulmonar asociada en administracion terapéutica o profilactica. El Compuesto (la) también fue eficaz para reducir la
pérdida de peso corporal dependiente de la infeccidon. Estos efectos inhibidores fueron superiores a los del
posaconazol. Resulta clinicamente significativo que los efectos antifingicos beneficiosos del Compuesto (I) se
observan en el escenario terapéutico.
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<223> Segundo cebador

<400> 2

tgagccgata gtcccectaa 20
<210>3

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de hibridacién de la region de ADN

<400> 3

agccagcggce ccgcaaatg 19
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la formula (1):

N
N//\_ 3 HO
N o Me,
Y b
OO TO
F F

Compuesto (l)

que es:
4-(4-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluorofenil)tetrahidrofurano-3-il)metoxi)-3-
metilfenil)piperazina-1-il)-N-(2-hidroxiciclohexil)benzamida; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Un compuesto segun la reivindicacion 1 en forma de un estereoisémero seleccionado entre los
Compuestos (la) y (Ib):
R Compuesto
HO (1a)

N
WY
N 0 Me, H
S s Ly W) ”
/@“\ ° NL/N©_<O "o, )
F F C

o una sal farmacéuticamente aceptable de cualquiera de los mismos.

3. Un compuesto segun la reivindicaciéon 2 que es Compuesto (la):
N
Nﬁj» HO
N o Me,
/—\ HN:mi
o o N N@—<
n/ o
g F Compuesto (la)
que es:

4-(4-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluorofenil)tetrahidrofurano-3-il)metoxi)-3-
metilfenil)piperazina-1-il)-N-((1S,2S)-2-hidroxiciclohexil)benzamida,
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

4. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 proporcionado como un estereoisémero
singular.

5. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para uso como un producto farmacéutico.
6. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para uso en el tratamiento de micosis o

para uso en la prevencién o el tratamiento de enfermedades asociadas a micosis.

7. Un compuesto para su uso segun la reivindicacion 6, donde la micosis estd causada por Aspergillus
spp., tal como Aspergillus fumigatus o Aspergillus flavus, especialmente Aspergillus fumigatus.
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8. Un compuesto para su uso segun la reivindicacion 6, donde la micosis esta causada por Aureobasidium
pullulans, Rhizopus oryzae, Cryptococcus neoformans, Chaetomimum globosum, Penicillium chrysogenum, Fusarium
graminearum, Cladosporium herbarum, Trichophyton rubrum o Candida spp., por ejemplo, Candida albicans, Candida
glabrata o Candida krusei.

9. Un compuesto para su uso segun la reivindicacion 6, donde la micosis es una micosis resistente al azol.

10. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para su uso como un producto
farmacéutico en combinacion con un segundo principio activo o mas.

11. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 4 opcionalmente en combinacién con uno o mas diluyentes o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

12. Una composicion farmacéutica segun la alegacion 11 que comprende un segundo ingrediente activo o
mas.
13. Un compuesto para su uso segun la reivindicacion 10 o una composicion farmacéutica segun la

reivindicacion 12, donde el segundo ingrediente activo o mas se selecciona de entre agentes antifungicos, incluidos
los agentes antifungicos azdlicos (tales como voriconazol, posaconazol, itraconazol o isavuconazol), anfotericina B,
una equinocandina (tal como caspofungina) y un inhibidor de la 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa (tal como
lovastatina, pravastatina o fluvastatina).

14. Un compuesto para su uso segun la reivindicacion 10 o una composicién farmacéutica segun la
reivindicacién 12, donde el segundo ingrediente activo o mas se selecciona de voriconazol, posaconazol, itraconazol
y caspofungina.

15. Un procedimiento para preparar el compuesto segun la reivindicacion 1 o una sal farmacéutica aceptable
del mismo, que comprende hacer reaccionar un compuesto de la férmula (6):
°N

Me,
()
S o] N N CO-H
/@\ O \_/
F F 6
o una sal del mismo;

con 2-aminociclohexanol, o una sal hidroclérica del mismo.

N
WY

o
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Figura 1
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