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DESCRIPCION
Compuesto antimicoético
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a un compuesto util en el tratamiento de la micosis, composiciones que lo contienen y su uso
en la terapia.

Antecedentes de la invencion

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 exposicidon a altas dosis de medicamentos inmunosupresores o a la intubacién en una unidad de
cuidados intensivos. Alternativamente, pueden ser crénicos, tales como una infeccién anterior por TB (Denning y col.,
2011a). Las infecciones pulmonares crénicas con Aspergillus pueden dejar a los pacientes con dafio pulmonar amplio
y permanente, lo que requiere tratamiento de por vida con farmacos azdlicos orales (Limper y col., 2011).

Un grupo de investigaciones creciente sugiere que la infeccion por Aspergillus puede desempefar 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 funciéon 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 sdlidos (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 introduccién de los corticosteroides y la quimioterapia citotdxica en los regimenes de tratamiento
(Rankin, 1953). La aspergilosis invasiva es una preocupacion 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 6rganos soélidos (particularmente del pulmén), el
uso de dosis altas de esteroides deja a los pacientes vulnerables a la infeccion (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
ventilacién mecanica (Dimopoulos y col., 2012).

Los medicamentos antifungicos 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 infeccién tienden a ser inferiores a aquellas en los
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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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 (1),

V)

MN) e
,@%Qu:u—m: Oy
F

Compuesto (I}

F

que es: 4-(4-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluorofenil)tetrahidro furan-3-il)metoxi)-3-
metilfenil)piperazin-1-il)-N-(4-fluorofenil)benzamida,

y las sales farmacéuticamente aceptables de las mismas (a las cuales, en lo sucesivo, a veces se hara referencia
como el "compuesto de la invencion").

Los datos biolégicos descritos en esta invencién revelan que el compuesto de la invencion, el Compuesto (I), es un
potente inhibidor del crecimiento de Aspergillus fumigatus en ensayos in vitro. En ratones inmunodeprimidos, el
Compuesto (I) demostré una inhibicion potente de las infecciones por Aspergillus fumigatus. En esta invencion, se
describen otras propiedades deseables del Compuesto (I).

Breve descripcion de las figuras

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

La figura 2 y la figura 3 muestran los efectos del tratamiento profilactico y terapéutico con el Compuesto (I) sobre las
concentraciones de galactomanano en FLBA y suero, respectivamente, en ratones neutropénicos
inmunocomprometidos e infectados con Aspergillus fumigatus.

En las figuras 1 a 3, el simbolo *** indica la importancia con P < 0,001.

Descripcion detallada de la invenciéon

Esquema 1: Preparacion del Compuesto (l) por tres vias
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Anteriormente, se representaron tres vias convergentes y alternativas, las cuales han sido desarrolladas para la
generacion del Compuesto () a partir de materiales de partida comercialmente disponibles (Esquema 1). Estas
metodologias sintéticas difieren en la manera en la que se preparan los productos intermedios de ésteres de benzoato
avanzados de la férmula (IV).

Via1

El acoplamiento de Buchwald de un derivado de piperazina adecuadamente protegido (XIl) con 4-bromo-2-metilfenol
(XIVa) en condiciones tipicamente empleadas para tales reacciones proporciona la piperazina monoN-arilada (XI). Un
grupo protector de nitrégeno adecuado para tales transformaciones es como un uretano, usando un grupo Boc (P =
CO2Bu). 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. La alquilacion del fenol resultante (XI), en condiciones basicas, con el tosilato (IX) genera
el éter (VII). El tosilato (IX) es un reactivo estable en términos de configuracién, no volatil (s6lido) que se encuentra
ampliamente disponible, con una alta pureza enantiomérica, de fuentes comerciales; aunque otros derivados
electrofilicos, como el mesilato correspondiente, asi como también el derivado de halometilo (por ejemplo, de
clorometilo y bromometilo) se anticiparian como alternativas adecuadas para esta transformacion. La eliminacion del
grupo protector de nitrégeno revela la piperazina monosustituida (V). En el caso de un derivado de Boc (R° = CO2'Bu),
la etapa de desproteccion de amina se efectua tipicamente mediante la exposicion 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 (V) con un 4-bromobenzoato de alquilo (VI), en condiciones basicas y con la
actuacioén de un catalizador, da orgen al producto N,N'-bisarilado (IV) en el que R@ representa un alquilo enor, como el
alquilo C1-s, por ejemplo, metilo o etilo, o incluso terc-butilo.
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Via 2

Los productos intermedios de éster de benzoato (IV) pueden obtenerse en un procedimiento alternativo en el que solo
se requiere un unico acoplamiento mediado por paladio. La reaccién del bromofenol (XIVa) con un derivado de
piperazina monoN-arilada [(X), R? = alquilo menor, tal como un alquilo C1.5, por ejemplo, metil o etil, o incluso terc-
butil], en condiciones de acoplamiento de Buchwald estandares, da origen a una 1,4-bisarilpiperazina (VIIl). La O-
alquilacion de este producto fendlico, con el tosilato (IX), como se describié anteriormente, proporciona los productos
de éteres (IV) directamente, en dos etapas, a partir de materiales de partida comercialmente disponibles.

Via 3

Se entendera a partir de las rutas preparativas descritas anteriormente (Esquema 1) que, en algunos casos, es
ventajoso realizar las mismas transformaciones sintéticas o similares en un orden diferente para mejorar la eficiencia
general de los procedimientos y/o la calidad de los materiales obtenidos a partir de los mismos. Por ejemplo, el
bromofenol (XIVa) puede transformarse en los compuestos de la férmula (IV) llevando a cabo dos etapas, descritas
anteriormente, en el orden inverso. De esta manera, el tratamiento de dicho fenol con el tosilato (IX) proporciona los
derivados de éter de la formula (XIII). Este sustrato de bromuro de arilo puede hacerse reaccionar con una piperazina
N-arilo de la formula (X), en condiciones de acoplamiento de Buchwald como se describié anteriormente, para
proporcionar los productos intermedios de la férmula (IV).

Preparacion del Compuesto (I) desde el producto intermedio (IV)

En algunos casos, por ejemplo, aquellos en los que R? es metilo o etilo, la generacion del acido benzoico libre (ll) se
efectiia convenientemente mediante el tratamiento del éster (IV) con una base en presencia de agua. Las condiciones
tipicas incluyen el tratamiento con un hidroxido de metal alcali, como hidroxido de litio, en una mezcla de agua y un
solvente miscible ac. adecuado. En otros casos, como en el caso de un terc-butil éster, puede ser ventajoso efectuar
la etapa de la hidrdlisis en condiciones acidicas. Los reactivos comunes para tales interconversiones incluyen fuertes
acidos inorganicos, por ejemplo, acido hidroclérico, en presencia de un solvente organico y miscible en agua, tal como
IPA.

El tratamiento del producto de acido benzoico (ll), con 4-fluoroanilina en condiciones de acoplamiento de amina
estandares, ampliamente disponibles en la técnica, proporciona el compuesto de la invencion, el Compuesto (). Por
ejemplo, la reaccién puede efectuarse mediante la mezcla del acido (ll) y 4-fluoroanilina con los agentes de
acoplamiento HOBt y EDCI en un solvente polar no prético, tal como DMF, en presencia de una base organica no
nucleofilica, tipicamente DIPEA y similares.

Esquema 2: Preparacion del Compuesto (l) por la via 4
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Via 4

El compuesto de la presente invencion también puede ensamblarse usando incluso otra variaciéon de las tecnologias
preparativas descritas en esta invencion (Esquema 2). En este procedimiento alternativo (Via 4), la formacion de la
unién de amida se efectiia como la primera etapa y la generacion del enlace del éter constituye la Ultima transformacion
sintética. La acilacion de 4-fluoroanilina (lll) con cloruro de 4-bromobenzoilo (XX) proporciona el fragmento de anilida
(XIX). Como ya se observé, dichos productos amidicos pueden prepararse a partir de la amina y el acido benzoico
correspondientes directamente usando una variedad de agentes de activacion, incluyendo reactivos de acoplamiento
peptidico, de los cuales hay una amplia gama disponible en la técnica. Al someter el producto de bromuro de arilo a
las condiciones de acoplamiento de Buchwald, con una piperazina monoprotegida adecuada (XII), bajo la actuacion
de un catalizador, en la manera antes registrada, se da origen a los productos intermedios de la formula (XVIII). En el
caso de un grupo protector Boc [P = CO2!Bu] la piperazina N-arilo deseada (XVII) se obtiene de inmediato mediante
una breve exposicion a un fuerte acido, por ejemplo, mediante un tratamiento con TFA, el cual, a continuacioén, se
elimina convenientemente del medio de reaccion mediante la evaporacion bajo presién reducida. El precursor fendlico
para el compuesto (l), [(XV); R® = H], a continuacion, se derivé en dos etapas desde un acoplamiento de Buchwald
con el bromo-anisol (XIVb), para dar el producto intermedio de metiléter [(XVI) R® = Me], seguido de una O-
desalquilacion con tribromuro de boro. El fenol (XV), a continuacion, se convirtio en el Compuesto (I), mediante la
realquilacion con el reactivo de tosilato (IX) en la manera antes descrita.

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.

Por consiguiente, la invencion también proporciona un procedimiento para preparar el Compuesto (I) o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo que comprende hacer reaccionar un compuesto de la formula (Il):

/—N

I
N\N»
o Me
"
S o) N N CO,R?
\_/
F

F an
en la que:
R@ representa el hidrégeno;

o un derivado activado del mismo (como un haluro de &cido, por ejemplo, un cloruro de acido o un anhidrido de acido);
o una sal del mismo;

con un compuesto de la formula (lll):
HyN
CL o
F

La invencién también proporciona un procedimiento para preparar el Compuesto (I) o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, que comprende hacer reaccionar un compuesto de la férmula (XV);

Me,
OO o
:;,)/ HN F

0 una sal del mismo.

o una sal del mismo;

con un compuesto de la formula (1X);
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F/O\F (1X)

Z representa un grupo de escision, tal como p-TolylSO20;

donde

0 una sal del mismo.

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 téxicas
terapéuticamente activas que son capaces de formar los compuestos de férmula (l). Estas sales de adicion de acido
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, por ejemplo, acido clorhidrico o bromhidrico, acidos sulfurico,
nitrico, fosférico y similares; o acidos organicos tales como, por ejemplo, acido acético, propanoico, hidroxiacético,
lactico, pirdvico, maldnico, succinico, maleico, fumarico, malico, tartarico, citrico, metanosulfénico, etanosulfonico,
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 de la formula (I) esta destinada a incluir todos los tautdmeros de dicho compuesto.

La definicién del compuesto de la férmula (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 méas atomos especificados son isétopos 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 innovadores, como se describen en esta invencion, de las formulas (ll), (IV), (V), (VII), (VIII),
(X y (XV) y sus sales, forman un aspecto adicional de la invencidon. 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 realizacién 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 invencién se administra topicamente al pulmén o la nariz, particularmente,
tépicamente al pulmoén. Por tanto, en una realizacién se proporciona una composicion farmacéutica que comprende el
compuesto de la invencion opcionalmente en combinacién 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, 0 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 edicién, Mack Publishing Company, Easton, PA., (1985). Las
composiciones también se pueden administrar convenientemente en forma farmacéutica unitaria multiple.

7
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La administracion topica a la nariz o el pulmoén 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 formulacién 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 suspensién y aerosol (ya sea
presurizado o no presurizado) contendran tipicamente el compuesto de la invencion en forma finamente dividida, por
ejemplo, con un Dso de 0,5 a 10 ym, 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 Dsp de las distribuciones del tamario 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 distribucidon de volumen y, por consiguiente, el
valor Dso obtenido usando este procedimiento se denomina mas convenientemente valor Dvso (mediana para una
distribucién 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 D10 y Dso, usados en el contexto de la
difraccién laser, se toman para indicar los valores Dv1o y Dveo y se refieren al tamafio de particula mediante el cual el
10 % de la distribucion se encuentra por debajo del valor D10 y el 90 % de la distribucidn se encuentra por debajo del
valor Dgo, respectivamente.

Segun un aspecto especifico de la invencién, se proporciona una composicién 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 administracion topica 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 descripcidon en forma finamente dividida, tipicamente
con un MMD de 1 a 10 ym o un Dso de 0,5 a 10 um, por ejemplo, alrededor de 1 a 5 um. Los polvos del compuesto de
la invencién en forma finamente dividida se pueden preparar mediante un procedimiento de micronizaciéon o un
procedimiento de reduccién de tamafo similar. La micronizacién se puede realizar usando un molino de chorro tal
como los fabricados por Hosokawa Alpine. La distribucién del tamafio de particula resultante se puede medir usando
difraccion laser (por ejemplo, con un instrumento Mastersizer 2000S de Malvern). La formulacién contendra
tipicamente un diluyente tépicamente aceptable tal como lactosa, glucosa o manitol (preferiblemente lactosa), por lo
general de tamario de particula comparativamente grande, por ejemplo, un MMD de 50 ym 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, 3-lactosa
anhidra y lactosa amorfa. Los componentes de lactosa se pueden procesar mediante micronizacion, tamizado,
molienda, compresién, aglomeraciéon 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 realizacion, 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 formulacién 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
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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 invencion también se podria administrar topicamente a otra superficie interna o externa (por
ejemplo, una superficie mucosa o piel) u oralmente. EI compuesto de la invencion se puede formular
convencionalmente para tales vias de administracion.

El compuesto de la invencion es Util en el tratamiento de micosis y para la prevencion o el tratamiento de enfermedades
asociadas a la micosis.

En un aspecto de la invencion, se proporciona el uso del compuesto de la invencion en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de micosis y para la prevencion o el tratamiento de enfermedades asociadas a la
micosis.

En otro aspecto de la invencién, se proporciona un procedimiento para el tratamiento de un sujeto con una micosis
que comprende administrar a dicho sujeto una cantidad efectiva del compuesto de la invencion.

En otro aspecto de la invencién, se proporciona un procedimiento para la prevencion o el tratamiento de enfermedades
asociadas a una micosis en un sujeto, el cual comprende administrar a dicho sujeto una cantidad efectiva del
compuesto de la invencion.

La micosis puede ser causada, en particular por un Aspergillus spp., tal como Aspergillus fumigatus o Aspergillus
pullulans, especialmente Aspergillus fumigatus. Las micosis también pueden ser causadas por Candida spp., por
ejemplo, Candida albicans o Candida glabrata, Rhizopus spp., por ejemplo, Rhizopus oryzae, Cryptococcus spp., por
ejemplo, Cryptococcus neoformans, Chaetomium spp., por ejemplo, Chaetomium globosum, Penicillium spp., por
ejemplo, Penicillium chrysogenum y Trichophyton spp., por ejemplo, Trichophyton rubrum.

Una enfermedad asociada a una micosis es, por ejemplo, la aspergilosis pulmonar.

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 infeccion 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 pulmon 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
cronica).

El compuesto de la invencion también es util para el tratamiento de micosis resistentes a azoles tales como infeccion
por Aspergillus fumigatus resistente a azoles, particularmente en combinacién con posaconazol.

El compuesto de la invencion se puede administrar en combinacion con un segundo principio activo o mas. El segundo
0 mas principios activos se pueden seleccionar, por ejemplo, entre otros agentes antifungicos (tales como voriconazol
0 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).

El segundo o 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 comorbidas con una micosis tal como infeccién 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 antifungico, tal como voriconazol o posaconazol.
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Por ejemplo, el compuesto de la invencidon se puede coadministrar, por ejemplo, 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.

El compuesto de la invencion se puede coadministrar, por ejemplo, coformular, alternativamente (o ademas), con uno
0 mas agentes seleccionados entre candicidina, filipina, hamicina, natamicina, nistatina, rimocidina, bifonazol,
butoconazol, clotrimazol, econazol, fenticonazol, isoconazol, ketoconazol, luliconazol, miconazol, omoconazol,
oxiconazol, sertaconazol, sulconazol, tioconazol, albaconazol, efinaconazol, epoxiconazol, fluconazol, isavuconazol,
itraconazol, propiconazol, ravuconazol, terconazol, abafungina, amorolfina, butenafina, naftifina, terbinafina,
anidulafungina, micafungina, acido benzoico, ciclopirox, flucitosina (5-fluorocitosina), griseofulvina, tolnaftato y acido
undecilénico.

Los compafieros de combinacion preferidos incluyen intraconazol, voriconazol, caspofungina y posaconazol.

Segun un aspecto de la invencion se proporciona un kit de partes que comprende (a) una composicidon farmacéutica
que comprende el compuesto de la invencién 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; (c) opcionalmente una o 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 infecciéon 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
ug 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.

Se espera que el compuesto de la invencién tenga uno o mas de los siguientes atributos favorables:

- actividad antifungica potente, particularmente actividad contra Aspergillus spp. tales como Aspergillus fumigatus,
o actividad contra Candida spp., por ejemplo, Candida albicans o Candida glabrata, Rhizopus spp., por ejemplo,
Rhizopus oryzae, Cryptococcus spp., por ejemplo, Cryptococcus neoformans, Chaetomium spp., por ejemplo,
Chaetomium globosum, Penicillium spp., por ejemplo, Penicillium chrysogenum o Trichophyton spp., por ejemplo,
Trichophyton rubrum, especialmente después de la administracion tépica al pulmén o la nariz;

- duracion larga de la accién en los pulmones, preferentemente consistente con la administracién una vez al dia;

- exposicion sistémica baja después de la administracion topica al pulmon o la nariz; y

- un perfil de seguridad aceptable, especialmente después de la administracion tépica al pulmon 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 Coleccién Americana de Cultivos Tipo

BALF fluido de lavado broncoalveolar

BEAS2B linea celular epitelial bronquial humana inmortalizada con SV40
Boc terc-butiloxicarbonilo

br amplia

BSA albumina sérica bovina

CCso concentracion de citotoxicidad celular de 50 %

UFC unidad(es) formadora(s) de colonias
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CLSI
COl
conc.

d

DCM
DFBso
DIPEA
DMAP
DMEM
DMF
DMSO
DSS
EBM
MEC
EDCI.HCI
EGM2
EUCAST
(ES™)
Et

EtsN
EtOAC
FBS
GM
HPAEC
HOBt.H20
HPLC

h

Al

i.n.

IPA

i.t.
LC-MS
Li Hep
LiHMDS
m
(M+H)*
MDA
Me
MeCN
MeOH
MHz
CMilso
CMlzs
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Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio
indice de corte

concentracion/concentrada

doblete

diclorometano

dias necesarios para alcanzar una carga fungica de 50 % del control
N,N-diisopropiletilamina
4-dimetilaminopiridina

Medio de Eagle modificado por Dulbecco
N,N-dimetilformamida

dimetilsulféxido

sulfato sodico de dextrano

medio basal endotelial

matriz extracelular

clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida
medio de crecimiento celular endotelial 2
Comité Europeo de Antibiogramas

ionizacion por electroespray, modo positivo
etilo

trietilamina

acetato de etilo

suero fetal bovino

galactomanano

célula endotelial de arteria pulmonar humana
1-hidroxibenzotriazol monohidratado
cromatografia liquida de alta resolucion de fase reversa
hora(s)

aspergilosis invasiva

intranasal

2-propanol

intratraqueal

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
heparina de litio

bis(trimetilsilil)amida de litio

multiplete

ion molecular protonado

malondialdehido

metilo

acetonitrilo

metanol

megahercio

50 % de concentracion minima inhibitoria

75 % de concentracion minima inhibitoria
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CMIlgo 90 % de concentracion minima inhibitoria

min minuto(s)

MMD didmetro medio masico

MOI multiplicidad de infeccién

MOPS acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico

m/z: relacion masa/carga

NCPF Coleccién Nacional de Hongos Patdégenos

RMN (espectroscopia de) resonancia magnética nuclear

NE no ensayado

DO densidad éptica

PBS solucion salina tamponada con fosfato

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 T(;tanosulfonato de (2-diciclohexilfosfino-2’,6’-diisopropoxibifenil)[2-(2’-amino-1,1’-bifenil)]paladio
Il

S singlete

sat. saturado(a)

sC. subcutaneo(a)

SDS dodecilsulfato sodico

t triplete

TFA acido trifluoroacético

THF tetrahidrofurano

TR34/L98H Una cepa de Aspergillus fumigatus que contiene una sustitucion de leucina a histidina en el codén

98 y una repeticion en tandem de 34 pb

Procedimientos generales

Todos los materiales de partida 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 um (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 féormico (Procedimiento a) o 10 mM NH4HCO3
en agua (Procedimiento b) a lo largo de 4 min que emplea una deteccion de UV a 254 nm. Informacion de gradiente:
0-3,00 min, incrementado desde 95 % de H20-5 % MeCN al 5 % de H20-95 % de MeCN; 3,00-3,01 min, mantenido al
5 % de H20-95 % de MeCN, velocidad de flujo incrementada a 4,5 ml min-'; 3,01 3,50 min, mantenido al 5 % de H20-
95 % de MeCN; 3,50-3,60 min, regresado al 95 % de H20-5 % de MeCN, velocidad de flujo reducida a 3,50 ml min";
3,60-3,90 min, mantenida al 95 % de H20-5 % de MeCN; 3,90-4,00 min, mantenido al 95 % de H20-5 % de MeCN,
velocidad de flujo reducida a 2,5 ml min-'.

1 Espectroscopia por H RMN:
Los espectros de 'H RMN se adquirieron en un espectrometro Bruker Advance Ill a 400 MHz usando un solvente sin
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deuterar residual como referencia y, a menos que se indicase lo contrario, se ejecutaron en DMSO-de.
Procedimientos sintéticos para la preparaciéon del Compuesto (l)

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

Me

HO@Br Me
HN NBoc > HO N NBoc
\__/ \__/

RuPhos, RuPhos G3,
(Xlla) LiHMDS, DMF (Xla)

Un matraz cargado con piperazin-1-carboxilato de terc-butilo (Xlla) (7,44 g, 40,0 mmol), 4-bromo-2-metilfenol (6,23 g,
33,3 mmol), RuPhos (311 mg, 0,67 mmol) y RuPhos G3 (557 mg, 0,67 mmol) se evacud y rellend con nitrégeno tres
veces. Se adiciond una solucion de LIHMDS (1 M en THF, 100 ml, 100 mmol) y la mezcla de reaccion se calenté a 70
°C durante 3 h.

Después de enfriar a TA, la mezcla se enfri6é rapidamente mediante la adicion de acido clorhidrico 1 M (100 ml) y a
continuacioén se neutralizé con NaHCOs ac. 1 M (100 ml). La capa ac. se extrajo con EtOAc (3 x 100 ml) y se secaron
los extractos organicos combinados. Los volatiles se eliminaron in vacuo para proporcionar un producto bruto que se
purific6 mediante cromatografia en columna de desorcion subita (SiO2, 120 g, 0-100 % de EtOAc en isohexanos,
elucién por gradiente) para proporcionar el compuesto del titulo, producto intermedio (Xla) como un sélido marrén
claro (7,80 g, 78 %); T* 2,07 min (Procedimiento b); m/z 293 (M+H)* (ES*); '"H RMN &: 1,41 (9H, s), 2,07 (3H, s), 2,86-
2,88 (4H, m), 3,41-3,43 (4H, m), 6,58-6,65 (2H, m), 6,71 (1H, d) y 8,72 (1H, s).

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

= _pb
(Xla) /@\ o{\ >7N\—/N R
F F

(Vlla); R® = Boc
(V); RP=H

A una solucién de producto intermedio (Xla) (7,80 g, 25,1 mmol) en DMSO (60 ml) se adiciond hidréxido de sodio ac.
(3,0 ml, 12,5 M, 37,6 mmol). La mezcla se agité a TA durante 10 min y, a continuacion, se tratd porcién a porcién con
((3S,5R)-5-((1H-1,2,4-triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluoro fenil)tetrahidrofuran-3-il)metil4-metilbencenosulfonato (IX) (ex
APIChem, Numero de catalogo: AC-8330, 12,4 g, 27,6 mmol). La mezcla de reaccién se agité a 30 °C durante 18 h,
se enfrio a TA y se adicioné agua (200 ml). La mezcla resultante se extrajo con EtOAc (3 x 200 ml) y los extractos
organicos combinados se lavaron con salmuera (2 x 200 ml) y a continuacion se secaron y evaporaron in vacuo para
proporcionar un aceite marrén. El analisis del producto bruto protegido con Boc (Vlla) mediante RMN 'H indico que
contenia ~10 % del alqueno: (R)-1-((2-(2,4-difluorofenil)-4-metilentetrahidrofuran-2-il)metil)-1H-1,2,4-triazol, formado
como subproducto de la eliminacion. El uretano bruto (Vlla) se recolecté en DCM (150 ml) y se traté con TFA (39,0
ml, 502 mmol). Después de 2 h a TA, la mezcla de reaccidn se concentrd in vacuo para eliminar la mayoria de los
volatiles y a continuacion se diluyé con EtOAc (200 ml) y se lavd con NaOH (2 M, 200 ml). Se separd la fase organica
y la fase acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 200 ml). Los extractos organicos combinados se lavaron con salmuera (2
x 200 ml) y a continuacidon se secaron y evaporaron in vacuo para proporcionar un aceite marrén claro. El producto
bruto se purificé mediante cromatografia en columna de desorcién subita (SiOz, 80 g, 0-10 % de NH3//MeOH 0,7 M en
DCM, elucién por gradiente) para proporcionar el compuesto del titulo, producto intermedio (V), como un aceite viscoso
marrén claro (9,46 g, 80 %); T" 1,91 min (Procedimiento b); m/z 470 (M+H)* (ES*); '"H RMN &: 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), 7,25-7,34 (2H, m), 7,76 (1H, s) y 8,34 (1H, s).
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Metil 4-(4-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-triazol-1-yl)metil)-5-(2,4-difluorofenil)tetra hidrofuran-3-il)metoxi)-3-
metilfenil)piperazin-1-il)benzoato.

CO,Me
ST e S
Br (Vla) N o Me,
V) - \j\/ O /\
RuPhos,RuPhos G3, /@\ 0 N\_/N% >7C02Me (IVa)
F F

Cs,C0,, DMF

Un matraz cargado con producto intermedio (V) (9,00 g, 19,2 mmol), metil-4-bromobenzoato (Vla) (4,95 g, 23,0 mmol),
RuPhos (0,18 g, 0,38 mmol, 2 % molar), RuPhosG3 (0,32 g, 0,38 mmol, 2 % molar) y carbonato de cesio (9,99 g, 30,7
mmol) se evacué y rellend con nitrégeno tres veces antes de adicionar DMF (150 ml). La mezcla se calent6 a 80 °C
durante 22 h y a continuacién, mientras aun estaba caliente, se vertid en agua (150 ml) para formar una goma marron.
Se adicioné mas agua (300 ml) y se extrajo la fase ac. con DCM (2 x 200 ml). Los extractos organicos se combinaron
y concentraron in vacuo para proporcionar un aceite marrén que se vertié en agua (100 ml). El precipitado resultante
se recolectdé mediante filtracion y a continuacion se resuspendié en THF (100 ml). La mezcla se calentd a reflujo
durante 1 h, durante la cual se formé una suspension crema. La mezcla se enfrid hasta alcanzar la TA y el precipitado
resultante se recolecté mediante filtracion, se lavé con THF (2 x 50 ml) y se sec6 in vacuo para obtener el compuesto
del titulo, el producto intermedio (IVa), como un sélido amarillo claro (9,48 g, 79 %); T" 2,79 min (Procedimiento b); m/z
604 (M+H)* (ES*); '"H RMN &: 2,09 (3H, s), 2,16 (1H, dd), 2,37-2,43 (1H, m), 2,52-2,58 (1H, m), 3,11-3,14 (4H, m),
3,43-3,46 (4H, m), 3,68 (1H, dd), 3,74-3,79 (5H, s superponiéndose sobre m), 4,05 (1H, dd), 4,58 (2H, dd), 6,75 (2H,
br s), 6,85 (1H, br d), 7,00 (1H, td), 7,04 (2H, d), 7,25-7,34 (2H, m), 7,76 (1H, s), 7,81 (2H, d) y 8,34 (1H, s).

Etil 4-(4-(4-hidroxi-3-metilfenil)piperazin-1-il)benzoato.

Me

HO@Br
Me
/ N\ (XIva) z > /\
HN NOCOZEt » HO N NOCOzEt
__/ \_/

RuPhos G3,
(Xa) LiHMDS, DMF (Vllla)

Un matraz cargado con una solucién de 4-(piperazin-1-il)benzoato de etilo (Xa) (20,0 g, 85,0 mmol) y 4-bromo-2-
metilfenol (19,2 g, 102 mmol) en DMF (213 ml) se evacud y rellen6 con nitrégeno tres veces. Se adicion6 RuPhos G3
(1,43 g, 1,71 mmol) y el matraz se evacud y rellené con nitrégeno. La mezcla de reaccion se enfrié a 0 °C y se adiciond
LiIHMDS (17,1 g, 102 mmol). La reaccion se agitdé a TA durante 10 min, a continuacion, se enfrid en un bafo de agua
y se adicionoé LiIHMDS (20,0 g, 120 mmol) en partes iguales (7 x 2,85 g) a intervalos de 5 min. La solucion resultante
se agité a TA durante 30 min y a continuacion se enfrié a 0 °C y tratdé con acido clorhidrico 2 M (200 ml), lo que dio
como resultado un pH de 6-7. La mezcla se agité durante 15 min a temperatura ambiente y a continuacion se extrajo
con EtOAc (220 ml). La capa ac. se separé y extrajo con EtOAc (4 x 50 ml) y los organicos combinados se lavaron
con salmuera (6 x 50 ml) y a continuacién se secaron y evaporaron in vacuo para proporcionar un soélido crema. Se
adicioné una mezcla de isohexanos e IPA (1:1, 150 ml) y la suspension se agité a TA durante 30 min. El sélido se
recolecté mediante filtracion y la torta del filtro se lavé con una mezcla de isohexanos e IPA (1:1, 2 x 10 ml) seguida
de isohexanos (4 x 10 ml) y se sec6 in vacuo a 40 °C durante 18 h para proporcionar el compuesto del titulo, producto
intermedio (Vllla), como un solido crema (15,3 g, 50 %); T" 2,29 min (Procedimiento b); m/z 341 (M+H)* (ES*); '"H RMN
6:1,29 (3H, 1), 2,09 (3H, s), 3,06-3,09 (4H, m), 3,42-3,44 (4H, m), 4,24 (2H, dd), 6,66 (2H, brs), 6,76 (1H, brs), 7,03
(2H, d), 7,80 (2H, d), 8,72 (1H, s).

Etil 4-(4-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluorofenil)tetrahidro furan-3-il)metoxi)-3-
metilfenil)piperazin-1-il)benzoato.
/—N
N, D
(1X) N o Me,
"
(Vllla) - S o] N N CO,Et
NaOEt, DMF ; —
F

(IVb)
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A una solucién de producto intermedio (VIlla) (15,3 g, 44,9 mmol) en DMF (110 ml) enfriada a 0 °C se adicion6 etdxido
de sodio (3,13 g, 46,1 mmol) y la mezcla se agité a 0 °C durante 10 min y a continuacion se traté con el tosilato (IX)
(20,2 g, 44,9 mmol). Se permitié6 que la mezcla de reaccion se calentara a TA, se calenté a 50 °C durante 1 hy a
continuacion se enfrié a TA. Se adicionaron acido clorhidrico (1 M, 60 ml) y agua (200 ml) y la mezcla se agit6é durante
30 min a TA y a continuacion se extrajo con DCM (150 ml). La capa ac. se separo y extrajo con DCM (2 x 50 ml) y los
organicos combinados se lavaron con salmuera (4 x 30 ml) y a continuacion se secaron y evaporaron in vacuo para
proporcionar un solido crema. El solido se suspendié en una mezcla equitativa de isohexanos e IPA (80 ml) y se agitod
a TA durante 1 h. El sdlido se recolecté mediante filtracion, se lavé con una mezcla de isohexanos e IPA 1:1 (3 x 20
ml) y a continuaciéon se sec6 in vacuo a 40 °C durante 18 h para proporcionar el compuesto del titulo, producto
intermedio (IVb), como un sdlido blanco (16,4 g, 56 %); T" 2,92 min (Procedimiento b); m/z 618 (M+H)* (ES*); '"H RMN
5: 1,29 (3H, t), 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), 3,43-3,46(4H, m),
3,68 (1H, dd), 3,74-3,79 (2H, m), 4,05 (1H, dd), 4,24 (2H, dd), 4,58 (2H, dd), 6,76 (2H, br s), 6,86 (1 H, br s), 6,98-7,05
(3H, m), 7,26-7,34 (2H, m), 7,77 (1H, s), 7,81 (2H, d), 8,34 (1H, s).

1-(((2R,4R)-4-((4-bromo-2-metilfenoxi)metil)-2-(2,4-difluorofenil)tetrahidrofuran-2-il)metil)-1H-1,2,4-triazol.
//—N
N D
Me N Me
(1X) 0
HO Br o] Br
NaOH, DMSO/H,0
(XIVa) F F oxa)

A una solucién de 4-bromo-2-metilfenol (920 mg, 4,89 mmol) en DMSO (10 ml) se adicioné hidréxido de sodio ac.
(0,39 ml, 12,5 M, 4,89 mmol) y la mezcla se agité a TA durante 10 min y a continuacion se traté con el tosilato (IX)
(2,00 g, 4,45 mmol). La mezcla de reaccion se agité a 60 °C durante 72 h y a continuacion se enfrio a TA y se repartié
entre agua (25 ml) y EtOAc (20 ml). Se separd y retuvo la fase organica y la fase acuosa se extrajo con EtOAc (3 x 25
ml). Los extractos organicos combinados se lavaron con salmuera (3 x 15 ml) y a continuacién se secaron y evaporaron
in vacuo. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna de desorcion subita (SiOz, 12 g, 0-30 % de
EtOAc en DCM, elucion por gradiente) para proporcionar el compuesto del titulo, producto intermedio (XIIl), como un
aceite incoloro (1,84 g, 86 %); T' 2,78 min (Procedimiento a); m/z 464 (M+H)* (ES*); '"H RMN &: 2,09 (3H, s), 2,17 (1H,
dd), 2,37-2,43 (1H, m), 2,52-2,60 (1H, m), 3,72-3,78 (2H, m), 3,82 (1H, dd), 4,00-4,06 (1H, m), 4,57 (2H, dd), 6,82 (1H,
d), 7,00 (1H, td), 7,25-7,34 (4H, m), 7,76 (1H, s), 8,34 (1H, s).

Etil 4-(4-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluorofenil)tetrahidro furan-3-il)metoxi)-3-
metilfenil)piperazin-1-il)benzoato.

N

=
HN NOCOzEt N D
\_/ N o Me
X) /\
Q\ o) N N CO,Et
\__/
F

(IVb)

odl)

RuPhos,RuPhos G3,
Cs,COs, DMF F

Un vial cargado con 4-(piperazin-1-il)benzoato de etilo (X) (103 mg, 0,44 mmol), producto intermedio (XIIl) (170 mg,
0,37 mmol), RuPhos (8,5 mg, 18 umol), RuPhos G3 (14,2 mg, 18 umol) y carbonato de cesio (191 mg, 0,59 mmol) se
evacuod y rellend con nitrégeno tres veces antes de adicionar DMF (3,0 ml). La mezcla se calenté a 80 °C durante 18
h y a continuacion a 100 °C durante 24 h. La mezcla de reaccion se enfrid a TA y se repartié entre agua (10 ml) y
EtOAc (10 ml). Se separd y retuvo la fase organica y la capa ac. se extrajo con EtOAc (3 x 10 ml). Los organicos
combinados se lavaron con salmuera (3 x 10 ml) y a continuacién se secaron y evaporaron in vacuo. El producto bruto
se purificd mediante cromatografia en columna de desorcion subita (SiO2, 12 g, 0 a 100 % de EtOAc en isohexano,
elucion por gradiente) para proporcionar el compuesto del titulo, producto intermedio (IVb), como un sdlido blanco
(100 mg, 43 %).

Acido 4-(4-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluorofenil)tetrahidrofuran-3-il)metoxi)-3-
metilfenil)piperazin-1-il)benzoico.

Hidrélisis del éster metilico (IVa)
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N
VY
N 0 Me,
LiOH /\
(Va) — W o} N N CO,H (Il)
DMSO, H,0 _/
F F

A una suspension de producto intermedio (IVa) (9,00 g, 14,9 mmol) en DMSO (370 ml) se adicioné una solucion de
hidréxido de litio (1,79 g, 74,5 mmol) en agua (37,0 ml). La mezcla se calent6é a 70 °C durante 22 h y a continuacion
se enfrié a TA, se diluyd con agua (1000 ml) y se acidificé (a - pH 2) mediante la adicién de acido clorhidrico ac. 1 M
(80 ml). La mezcla se enfrié en un bafio de hielo durante 2 h y el precipitado resultante se recolecté mediante filtracion.
La torta del filtro se lavé con agua (3 x 80 ml) y se secé in vacuo a 50 °C para proporcionar el compuesto del titulo,
producto intermedio (llI), como un sdélido blanco (4,66 g, 54 %); T" 2,21 min (Procedimiento 1a); m/z 590 (M+H)* (ES™);
"H RMN &: 2,10 (3H, s), 2,16 (1H, dd), 2,37-2,43 (1H, m), 2,52-2,58 (1H, m), 3,12-3,14 (4H, m), 3,42-3,45 (4H, m), 3,68
(1H, dd), 3,74-3,79 (2H, m), 4,05 (1H, dd), 4,58 (2H, dd), 6,76 (2H, br s), 6,86 (1H, br d), 6,97-7,03 (3H, m), 7,25-7,34
(2H, m), 7,77-7,80 (3H, m), 8,34 (1H, s) y 12,31 (1H, s).

Hidrolisis del éster etilico (IVb)

A una suspensioén de producto intermedio (IVb) (16,4 g, 26,6 mmol) en DMSO (375 ml) se adicioné una solucion de
hidroxido de litio (3,18 g, 74,5 mmol) en agua (50 ml). La mezcla se calenté a 70 °C durante 22 h y a continuacioén se
enfrid a TA, se vertié en agua (500 ml) y se acidificd (a ~ pH 5-6) mediante la adicion de acido clorhidrico 2 M (70 ml).
La mezcla se agit6é a TA durante 30 min y el sélido resultante se recolecté mediante filtracion y se lavo con agua (2 x
20 ml) y con dietil éter (3 x 30 ml) y a continuacién se seco in vacuo a 40 °C durante 18 h para proporcionar el
compuesto del titulo, producto intermedio (ll), como un soélido tostado (14,2 g, 84 %); T 2,26 min (Procedimiento 1a);
m/z 590 (M+H)* (ES*); '"H RMN &: 2,09 (3H, s), 2,16 (1H, dd), 2,37-2,42 (1H, m), 2,52-2,58 (1H, m), 3,12-3,14 (4H, m),
3,42-3,44 (4H, m), 3,68 (1H, dd), 3,74-3,79 (2H, m), 4,05 (1H, dd), 4,58 (2H, dd), 6,75 (2H, br s), 6,86 (1H, br s), 6,97-
7,03 (3H, m), 7,26-7,34 (2H, m), 7,77-7,80 (3H, m), 8,34 (1H, s), 12,31 (1H, brs).

4-bromo-N-(4-fluorofenil)benzamida.
jog
F
0
HyoN
COCI 2 () N/©/
ol - :
Br Br (XIX)

Et;N, DMAP, THF
(XX)

A una solucién de 4-fluoroanilina (lll) (0,85 ml, 9,00 mmol), trietilamina (1,88 ml, 13,5 mmol) y DMAP (0,11 g, 0,90
mmol) en THF (15 ml) se adiciond cloruro de 4-bromobenzoilo (XX) (2,37 g, 10,8 mmol). La mezcla de reaccién se
mantuvo a TA durante 1 h y a continuacién se repartié entre EtOAc (100 ml) y acido clorhidrico 1 M (100 ml). La fase
organica se separd y lavé secuencialmente con acido clorhidrico 1 M (100 ml), NaHCOs ac. sat. (100 ml) y salmuera
(100 ml) y a continuacién se seco y evaporé in vacuo. El residuo bruto se trituré de DCM caliente (100 ml) y la mezcla
se calentd a reflujo para proporcionar una suspension blanca que se permitié6 que enfriara a TA. El precipitado
resultante se recolectdé mediante filtracion para proporcionar el compuesto del titulo, producto intermedio (XIX), como
un solido blanco (1,81 g, 65 %); T' 2,23 min; m/z 294/296 (M+H)* (ES*); '"H RMN &: 7,20 (2H, t), 7,74-7,79 (4H, m),
7,90 (2H, d) y 10,36 (1H, s).

terc-Butil 4-(4-((4-fluorofenil)carbamoil)fenil)piperazina-1-carboxilato.

BocN  NH (XII)
\__/

/ \ 0

(XIX) BocN N
RuPhos, RuPhos G3, — HN@F
LiHMDS, THF XV

Un matraz cargado con piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (XII) (4,00 g, 215 mmol), producto intermedio (XIX) (6,63
g, 22,6 mmol), RuPhos (100 mg, 0,215 mmol) y RuPhos G3 (180 mg, 0,215 mmol) se evacud y rellend con nitrégeno
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tres veces. Se adicion6 una solucién de LIHMDS (1 M en THF, 75,0 ml, 75,0 mmol) y la mezcla de reaccién se calenté
a 70 °C durante 5 h. Después de enfriar a TA, la mezcla se repartié entre EtOAc (150 ml) y acido clorhidrico 1 M (150
ml). Se separd y retuvo la fase organica y la fase ac. se extrajo con EtOAc (3 x 150 ml). Los organicos combinados se
secaron y concentraron in vacuo para proporcionar un sélido marrén que se trituré en una mezcla de isohexanos y
dietil éter (1:1, 100 ml). El producto asi obtenido se recolecté mediante filtracion, se lavé con una mezcla de isohexanos
y dietil éter (1:1, 25 ml) y a continuacion se secé in vacuo a 40 °C para proporcionar el compuesto del titulo, producto
intermedio (XVIII), como un solido tostado (6,44 g, 85 %); T" 2,40 min (Procedimiento a); m/z 400 (M+H)*; "H RMN &:
1,43 (9H, s), 3,27-3,30 (4H, m), 3,45-3,48 (4H, m), 7,03 (2H, d), 7,14-7,18 (2H, m), 7,74-7,79 (2H, m), 7,88 (2H, d),
9,99 (1H, s).

N-(4-fluorofenil)-4-(piperazin-1-il)benzamida.

/\ 0 TFA I\ 0
Boc—N N@—( > hN N@—(
—/ HNOF DCM N/ HN@F
XV XVI)

A una solucién de producto intermedio (XVIII) (6,44 g, 16,1 mmol) en DCM (200 ml), se adiciond TFA (24,7 ml, 322
mmol). La reaccion se agité a TA durante 2 h y a continuacion se evaporé in vacuo. Se adicion6 tolueno (5,0 ml) y la
mezcla se evaporo de nuevo in vacuo. El aceite resultante se recolecté en una mezcla de DCM (90 ml) y metanol (10
ml) y a continuacién se extrajo con una mezcla de agua (50 ml) y NaHCOs3 ac. sat. (50 ml). Se separd y retuvo la fase
organica y la capa ac. se extrajo con una mezcla de DCM y metanol (9:1, 3 x 100 ml). Las capas organicas combinadas
se secaron y concentraron in vacuo para proporcionar el compuesto del titulo, producto intermedio (XVII), como un
so6lido marron (3,74 g, 70 %); T 1,02 min (Procedimiento a); m/z 300 (M+H)*; '"H RMN &: 2,81-2,83 (4H, m), 3,18-3,20
(4H, m), 6,99 (2H, d), 7,14-7,18 (2H, m), 7,74-7,80 (2H, m), 7,85 (2H, d), 9,99 (1H, s).

N-(4-fluorofenil)-4-(4-(4-metoxi-3-metilfenil)piperazin-1-il)benzamida.

Me,

MeOOBr (XIVb) Me,
o
oxvil Me04<\ N nd A
RuPhos, RuPhos G3, 7 HNOF

LiHMDS, THF (XVI)

Un matraz cargado con 4-bromo-1-metoxi-2-metilbenceno (XIVb) (406 mg, 2,02 mmol), producto intermedio (XVII)
(550 mg, 1,84 mmol), RuPhos (43 mg, 0,092 mmol) y RuPhos G3 (77 mg, 0,092 mmol) se evacud y rellen6é con
nitrégeno tres veces. Se adiciond una solucion de LIHMDS (9,2 ml, 1 M en THF, 9,2 mmol) y la mezcla de reaccion se
calenté a 70 °C durante 8 h. Después de enfriar a TA, la mezcla se enfrié rApidamente mediante la adicion de acido
clorhidrico ac. 1 M (9,0 ml) y a continuacién se repartio entre agua (15 ml) y EtOAc (15 ml). Se separé y retuvo la capa
organica y la capa ac. se extrajo con EtOAc (2 x 15 ml). Los organicos combinados se lavaron con salmuera (20 ml) y
a continuacién se secaron y evaporaron in vacuo. El producto bruto asi obtenido se purific6 mediante cromatografia
en columna de desorcion subita (SiO2, 12 g, 0-100 % de EtOAc en isohexano, elucion por gradiente) para proporcionar
un sélido amarillo. Este material se repurific6 mediante cromatografia en columna de desorcién subita (SiOz, 4 g, 0-10
% de EtOAc en DCM, elucion por gradiente) para proporcionar el compuesto del titulo, producto intermedio (XVI),
como un sdlido blanquecino (83 mg, 11 %); T" 2,27 min (Procedimiento a); m/z 420 (M+H)* (ES*); '"H RMN &: 2,13 (3H,
s), 3,13-3,16 (4H, m), 3,42-3,45 (4H, m), 3,72 (3H, s), 6,77-6,88 (3H, m), 7,08 (2H, d), 7,17 (2H, t), 7,75-7,80 (2H, m),
7,89 (2H, d), 10,02 (1H, s).

N-(4-fluorofenil)-4-(4-(4-hidroxi-3-metilfenil)piperazin-1-il)benzamida.

Me,
BBr; /\ 0]
XV) ——— HO N N@—/(
OO0,
xv)

DCM

A una suspension de producto intermedio (XVI) (83 mg, 0,20 mmol) en DCM (5,0 ml) a 0 °C se adicion6 una solucion
de tribromuro de boro (0,59 ml, 1 M en DCM, 0,59 mmol). La mezcla de reaccién se agité a 0 °C durante 30 min, se
permitié que se calentara a TA durante 8 h y a continuacion se repartié entre agua (15 ml) y DCM (10 ml). Se separd
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y retuvo la capa organica y la capa ac. se extrajo con una mezcla de DCM y MeOH (90:10, 5 x 15 ml). Los organicos
combinados se secaron y evaporaron in vacuo para proporcionar un producto bruto que se purificé mediante
cromatografia en columna de desorcion subita (SiOz, 4,0 g, 0-3 % de MeOH en DCM, elucién por gradiente) para
proporcionar el compuesto del titulo, producto intermedio (XV), como un sdlido beige (61 mg, 72 %); T" 1,73 min
(Procedimiento a); m/z 406 (M+H)* (ES*); '"H RMN &: 2,10 (3H, s), 3,08-3,11 (4H, m), 3,41-3,43 (4H, m), 6,67 (2H, br
s), 6,77 (1H, brs), 7,07 (2H, d), 7,17 (2H, t), 7,76-7,80 (2H, m), 7,89 (2H, d), 8,73 (1H, s), 10,01 (1H, s).

4-(4-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluorofenil)tetrahidrofuran-3-il)metoxi)-3-
metilfenil)piperazin-1-il)-N-(4-fluorofenil)benzamida.

1. Preparacion del Compuesto (I) desde el producto intermedio de acido benzoico (II).

N
)

F
- Me
HaN s o
m ;XA O OOE
(i - | \_/ “"‘—O—F
{n

EDCCI, DMAP, o
Firidina

A una suspension de producto intermedio (ll) (2,50 g, 4,24 mmol), EDCI (1,63 g, 8,48 mmol) y DMAP (30 mg, 0,21
mmol) en piridina (30 ml) se adicioné 4-fluoroanilina (0,41 ml, 4,3 mmol) y la mezcla de reaccién se calenté a 60 °C
durante 2 h y a continuacion se enfrié a TA. La dilucion de la mezcla con agua (60 ml) y agitacion durante 5 min produjo
un sélido, que se recolectdé mediante filtracién y a continuacién se lavé con agua (3 x 10 ml) y con dietil éter (2 x 15
ml) para proporcionar un polvo de color tostado. El producto bruto asi obtenido se purific6 mediante cromatografia en
columna de desorcién subita (SiO2, 40 g, 0-3 % de MeOH en DCM, elucion por gradiente) para proporcionar el
Compuesto (), como un solido amarillo (2,47 g, 85 %); T" 2,60 min (Procedimiento a); m/z 683 (M+H)* (ES*); '"H RMN
6: 2,10 (3H, s), 2,15 (1H, dd), 2,37-2,43 (1H, m), 2,53-2,58 (1H, m), 3,13-3,16 (4H, m), 3,42-3,44 (4H, m), 3,68 (1H,
dd), 3,74-3,79 (2H, m), 4,05 (1H, dd), 4,58 (2H, dd), 6,76 (2H, br s), 6,86 (1H, br s), 6,99 (1H, td), 7,08 (2H, d), 7,16
(2H, t), 7,25-7,35 (2H, m), 7,76-7,80 (3H, m), 7,89 (2H, d), 8,34 (1H, s) y 10,00 (1H, s).

2. Preparacion del Compuesto (l) desde el producto intermedio de fenol (XV).
N
N D
o}
F

N
N
Rj\,ms N//\_ B
N Me
F (IX) 0 I\ 0
(XV) 0 N N@—{
NaOH, DMSO/H,0 . f— HNOF
)

F

A una solucién de producto intermedio (XV) (19 mg, 0,047 mmol) en DMSO (1,5 ml) se adicion6 hidréxido de sodio
ac. (1 M, 98 pl, 0,098 mmol). La mezcla se agité a TA durante 10 min y a continuacion se traté con una solucion de
tosilato (IX) (ex APIChem, numero de catalogo: AC-8330, 23,2 mg, 0,052 mmol) en DMSO (0,5 ml). La mezcla de
reaccion se agitoé a 60 °C durante 2 h, se enfrié a TA y se adicion6 agua (10 ml). La mezcla resultante se extrajo con
EtOAc (3 x 10 ml) y los extractos organicos combinados se secaron y evaporaron in vacuo para proporcionar un aceite
marrén. El producto bruto asi obtenido se purific6 mediante cromatografia en columna de desorcidn subita (SiO2, 4 g,
0-2 % de MeOH en DCM, elucién por gradiente) para proporcionar un sélido beis (23 mg). El producto se repurificd
mediante cromatografia en columna de desorcion subita (SiOz, 4,0 g, 0-50 % de EtOAc en DCM, elucién por gradiente)
para dar el Compuesto (I), como un sélido blanquecino (14 mg, 42 %); T" 2,60 min (Procedimiento a); m/z 683 (M+H)*
(ES™).

4-(4-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluorofenil)tetrahidrofuran-3-il)metoxi)-3-
metilfenil)piperazin-1-il)-N-(4-fluorofenil-2,3,5,6-d4)benzamida.

Preparacion de un derivado tetra-deuterio del Compuesto (1)
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A una suspensién de producto intermedio (II) (200 mg, 0,34 mmol), EDCI (130 mg, 0,68 mmol) and DMAP (2,1 mg,
0,02 mmol) en piridina (1,5 ml) se adiciond una solucién de 4-fluoroanilina-2,3,5,6-d4 (43 mg, 0,37 mmol) en piridina
(0,5 ml) y la mezcla de reaccion se calenté a 60 °C durante 1 h. La mezcla de reaccion se enfrié hasta alcanzar la TA,
se diluyé con agua (10 ml) y se agité durante 5 min, lo que produjo un precipitado. El sélido se recolecté mediante
filtracion, se lavd con agua (3 x 2,0 ml) y se tomo en una mezcla de DCM y MeOH (9:1, 5,0 ml). La mezcla se pasé a
través de un separador de fases y la solucion organica se evaporé in vacuo para dar un sélido de color (200 mg). El
producto bruto asi obtenido se purificd dos veces mediante una cromatografia en columna flash (SiO2, 12 g, 0-2 %
MeOH en DCM, elucién de gradiente; SiOz2, 40 g, 0-2,5 % MeOH en DCM, elucién de gradiente) para dar un polvo de
color blanquecino.

El sélido se suspendié en DMSO (0,75 ml) y se calenté a 60 °C durante 5 min hasta completar la disolucién. La solucion
resultante se enfrié hasta alcanzar la TA y se tratdé con agua (1,0 ml), lo que dio un precipitado. La suspension se agitd
a TA durante 20 min y el sélido se recolecté mediante filtracion, se enjuagd con agua (3 x 0,5 ml) y se seco in vacuo
a 50 °C o tres dias) para dar el compuesto del titulo, (I) 4[2H] como un sdlido blanco (147 mg, 62 %); T" 2.59 min
(Procedimiento 1a); m/z 687 (M+H)* (ES*); 'TH RMN &: 2,10 (3H, s), 2,16 (1H, dd), 2,37-2,43 (1H, m), 2,52-2,60 (1H,
m), 3,13-3,16 (4H, m), 3,42-3,44 (4H, m), 3,68 (1H, dd), 3,74-3,79 (2H, m), 4,05 (1H, dd), 4,58 (2H, dd), 6,76 (2H, br
s), 6,86 (1H, br s), 7,00 (1H, td), 7,08 (2H, d), 7,25-7,35 (2H, m), 7,77 (1H, s), 7,89 (2H, d), 8,34 (1H, s) y 10,01 (1H,
s).

Aumento progresivo de la preparacion del Compuesto (l) a través de la via 2

La metodologia sintética antes descrita para la Via 2, (Esquema 1), ha sido explotada exitosamente para preparar el
compuesto de la presente invencién en una escala de mas de 1,0 kg de APl (Esquema 3). Se han desarrollado dos
variantes de la metodologia en las que el benzoato de 4-piperazinilo [Producto intermedio (VIII)] comprende ya sea el
éster de etilo (Vllla) o el éster de terc-butilo (Vlllb) correspondiente. Estos dos compuestos pueden acoplarse con el
tosilato (IX) para dar los precursores de éster correspondientes para el acido benzoico (ll). En el caso del éster de
etilo, el acido libre se obtiene mediante saponificacion, mientras que el derivado de terc-butilo se desesterifica
mediante aciddlisis. Los procedimientos adoptados para esta campafa sintética se representan a continuacion y se
describen en esta invencion.

Esquema 3: Aumento progresivo de la sintesis del Compuesto (I):
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Procedimientos analiticos y espectroscopicos

Los procedimientos analiticos y espectroscépicos pertenecientes a esta seccidon experimental se establecen a
continuacion.

Condiciones de HPLC de fase inversa para el analisis LCMS:

Columna XBridge BEH Phenyl 4,6 x 150 mm; 2,5 ym (Ex. Waters #186006720) a 40 °C ; velocidad de flujo 1,0 ml.min-
1 eluida con un gradiente de H2O-MeCN purificado que contenia 0,1 % de acido formico a lo largo de 25 min empleando
deteccién UV a 300 nm. Volumen de inyeccion 5 pL. Informacion de gradiente: 0-2 min, mantenido al 95 % de H20-
5 % de MeCN; 2-15 min, incrementado desde el 95 % de H20-5 % de MeCN al 10 % de H20-90 % de MeCN; 15-25
min, mantenido al 10 % de H20-90 % de MeCN.

Espectroscopia 'H RMN:

Los espectros de '"H RMN se recolectaron usando un espectrometro JOEL ECX 400 MHz. Se us6 un solvente sin
deuterar residual como referencia y, a menos que se especificase lo contrario, las muestras se ejecutaron en DMSO-
ds.

Etil 4-(4-(4-hidroxi-3-metilfenil)piperazin-1-il)benzoato.

Me

HOOBr
Me
/\ (XIva) /\
HN NOCOZEt HO N NOCOZEt
__/ \_/

RuPhos G3,
(Xa) LiHMDS, DMF (Vllla)

Una solucién de etil 4-(1-piperazinil)benzoato (Xa) (500 g, 2,13 mol) y 4-bromo-2-metil fenol (479 g, 2,56 mol) en DMF
anhidrido (5,0 L) se desgasific6 mediante la colocacién de la mezcla alternativamente al vacio y, a continuacién, en
una atmosfera de nitrogeno tres veces. La mezcla, a continuacion, se traté con RuPhos G3 (35,7 g, 0,043 mol) y una
solucion de LIHMDS (1,0M en THF, 2560 ml, 2,56 mol), mientras que se mantuvo la temperatura interna por debajo
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de 35 °C (enfriamiento de bafio de agua). A continuacion, se adicioné una soluciéon de LIHMDS (1,0 M en THF) en
catorce porciones iguales, en intervalos de dos minutos (14 x 213 ml, total 2,98 L, 2,98 mol) a 20-35 °C . La solucion
resultante se agité a 18-25 °C durante 30 min, después de lo cual, el analisis por HPLC indicé que el 0,6 % del
benzoato 4-(1-piperazinil) etilico permanecio, y la reaccién se consideré como completa.

La mezcla de reaccion se ajustd a un pH 7,6 mediante la adicion de acido hidroclérico 2M (5,50 L), mientras que se
mantuvo la temperatura por debajo de 40 °C , después de lo cual, se adiciond EtOAc (3,00 I) y las fases resultantes
se separaron. La fase ac. se extrajo con EtOAc (2 x 3,00 |y, a continuacion, 2 x 2,00 I) y los organicos combinados se
lavaron con salmuera sat. (8 x 1,00 1), se secaron en MgSO4 y, a continuacion, se evaporaron in vacuo para dar un
solido oleoso marrén claro. El producto bruto se empastd en IPA (2,50 1) a 20-25 °C durante 30 min y el solido
resultante se recolectd mediante filtracion. La torta de filtracion se lavé con IPA (2 x 500 ml) y se tir6 hasta secar, y los
sélidos, a continuacion, se secaron al vacio a 50 °C para proporcionar el compuesto del titulo, el producto intermedio
(VIlla), como un solido tostado claro (380,0 g, 52 %, pureza de HPLC del 97,2 %); T" 11,01 min; m/z 341,3 (M+H)*
(ES™).

A fin de controlar el nivel de residuos de paladio, los productos de varios lotes se combinaron (1900 g, Pd residual 108
ppm), y se tomaron en THF (19,0 I) y se trataron con resina MP-TMT (250 g) a 18-25 °C . La mezcla se agit6 a esta
temperatura durante 24 h y la resina, a continuacion, se eliminé mediante filtracion y se lavé con THF (3,49 1). El filtrado
se evaporo6 a sequedad in vacuo y el sélido resultante se empasto en IPA (4,75 1) a 18-25 °C durante 1 h y se recolectd
mediante filtracion. La torta de filtracion se lavéd con IPA (500 ml), se secé hasta secar y, a continuacion, se secé in
vacuo a 50 °C para dar el compuesto de titulo, el producto intermedio (Vllla), como un sdlido blanquecino (1789 g,
94 %, Pd residual de 17 ppm).

Etil 4-(4-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluorofenil)-tetrahidro furan-3-il)metoxi)-3-
metilfenil)piperazin-1-il)benzoato.

Me
HO N N CO,Et
__/

(Villa)
i\
(IX) | NaOEt, Ny
DMF o Ve
\\\\\\\“
0 N N CO,Et
F F

(IVb)

A una solucién de producto intermedio (VIlla) (1780 g, 5,23 mol) en DMF anhidrido (17,8 L) a 15-25 °C se adicioné
etdxido de sodio (391 g, 5,75 mol). Después de 45 min, el tosilato (IX) (2586 g, 5,75 mol) se adicion6 en una porcion
y la agitacion se continué a 60-65 °C durante 5 h. El analisis mediante HPLC indico que la reaccion esencialmente se
completd (1,67 % de material de partida restante). La mezcla se enfrié hasta 18-25 °C y la suspension resultante se
traté con agua (18,0 1), mientras se mantuvo la temperatura por debajo de 30 °C . Después del enfriamiento hasta 15
a 25 °C durante 45 min, el solido se recolecté mediante filtracion y se lavé con agua (2 x 7,14 |). La torta de filtracion
himeda se empasto en etanol (8,92 I) a un reflujo durante 2 h y la mezcla, a continuacion, se enfrié hasta 15-25 °C y
se agitdé durante 18 h. Los sdlidos asi obtenidos se recolectaron mediante filtracion, se lavaron con etanol (2 x 1,78 1)
y, a continuacion, se secaron in vacuo a 50 °C para proporcionar el compuesto del titulo, el producto intermedio (IVb),
como un solido blanquecino (2855 g, 88 %, pureza de HPLC del 95,97 %); T" 14,99 min; m/z 618,5 (M+H)* (ES*).

Monohidrocloruro de 4-(4-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluorofenil)-tetraidrofuran  -3-

il)metoxi)-3-metilfenil)piperazin-1-il)acido benzoico.

N

I\
N
o) Me,
o Vb); R*= Et
LA p oo TOTE o
F (I); R*=H DMSO, H,0O

A una suspension de producto intermedio (IVb) (1467 g, 2,38 mol) en la mezcla de DMSO (1,451) y agua (5,90 1) a 18-

F
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25 °C se adicion6 un 50 % p/p de solucion de KOH en agua (2,93 I). La suspension se calenté a 90-95 °C durante 18
h, después de lo cual, el analisis HPLC indicé que la reaccion habia sido completada (0,16 % de remanente del material
de partida, 97,9 % de producto). La mezcla de reaccion se enfrid hasta 40-50 °C y se adicion6 una mezcla de IPA
(14,9 1) y agua (4,42 1). Después del enfriamiento hasta 15-25 °C , el pH se ajustd a 1-2 mediante la adicion de acido
hidroclérico concentrado (3,12 L), mientras se mantuvo la temperatura interna debajo de 40 °C . La suspension
resultante se enfrié hasta 15-25 °C y los sélidos se recolectaron mediante filtracidon, se tiraron hasta secarlos y, a
continuacién, se empastaron en agua (7,40 1) a 90-95 °C durante 30 min. Después del enfriamiento hasta 15-25 °C
los solidos se recolectaron mediante filtracion, se lavaron con agua (2 x 1,48 L) y se tiraron hasta secarlos. Con el
secado adicional in vacuo a 50 °C se obtuvo el compuesto del titulo, el producto intermedio (Il), como un sélido blanco
(1329 g, 89 %, pureza de HPLC del 99,0 %; contenido de cloro: 6,61 p/p % [teoria 5,66 p/p %]; T" 12,92 min; m/z 590,4
(M+H)* (ES*).

terc-butil 4-(4-(4-hidroxi-3-metilfenil)piperazin-1-il)benzoato.

M
o )
Me

/\ (XIVa) /\
HN NOCOztBu » HO N N@»cogsu
N\ /

RuPhos G3,
(Xb) LiHMDS, DMF (Vlllb)

Una solucién de terc-butil 4-(piperazin-1-il)benzoato (Xb) (100 g, 381 mmol) y 4-bromo-2-metilfenol (85,5 g, 457 mmol)
en DMF anhidrido (1,00 |) se desgasificé colocando la mezcla de manera alterna al vacio y, a continuacioén, en una
atmésfera de nitrégeno tres veces. Después de este procedimiento, se adicioné RuPhos G3 (6,38 g, 7,62 mmol) a 15-
25 °C seguido de una solucion de LIHMDS en THF (1,06 M, 432, ml, 457 mmol) durante 5 min, mientras que se
mantuvo la temperatura dentro de 15-30 °C , (enfriamiento de bafio de agua). Después de agitar durante 5 min,
alicuotas adicionales de la solucion de LiIHMDS (1,06 M en THF) se adicionaron a la mezcla de reaccion en catorce
porciones iguales (14 x 36 ml, total 504 ml, 533 mmol) en intervalos de 2 min, lo que resulté en una emisiéon de calor
de 16 a 21 °C . La reaccioén se agité a 15-25 °C durante la noche (en cuyo punto la HPLC mostré la formacion del
72, % del producto deseado) y el pH de la mezcla se ajusté a 7,3 mediante la adicion de acido hidroclérico 2M (~900
ml). La fase acuosa se separo y se extrajo de manera repetida con EtOAc (1,0 I, 500 ml y 2 x 250 ml). Los organicos
combinados se lavaron con salmuera (6 x 400 ml), se secaron en MgSQO4 y se concentraron in vacuo para dar un solido
amarillo pegajoso. El sélido asi obtenido se suspendié en IPA (500 ml) y se agité a 15-25 °C durante 1 h. La suspension
se filtré y la torta de filtracion se lavé con IPA (250 ml, 200 ml) y se tiré hasta secar. El secado adicional del producto
in vacuo a 50 °C proporcion6 el compuesto del titulo, el producto intermedio (VIlIIb) como un sélido blanquecino (105,6
g, 75 %, pureza de HPLC del 97,1 %); T" 12,23 min; m/z 369.3 (M+H)* (ES*)

terc-butil  4-(4-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluorofenil)-tetra  hidrofuran-3-il)metoxi)-3-
metilfenil)piperazin-1-il)benzoato.

Me
{ ) t
HO N N CO,'Bu
__/

(VIlib)
N
N//_\
(X) | NaOEt, N
DMF o Me,
o NN CO,'Bu
/s
F F

(IVe)

A una solucién de producto intermedio (VIllb) (100 g, 271 mmol) en DMF (500 ml) bajo una atmésfera de nitrégeno,
se adicioné etodxido de sodio (22,2 g, 325 mmol), lo que resulté en una leve emision de calor (de 20 a 22,0 °C ).
Después de agitar a 15-25 °C durante 45 min, la mezcla de reaccion se tratd con el tosilato (1X) (146,4 g, 325 mmol)
y, a continuacion, se calent6 a 60-65 °C durante 2 h. El analisis de la mezcla resultante mediante HPLC indicé que la
reaccion habia sido esencialmente completada (remanente de 4,4 % de fenol, 14,6 % de tosilato, 77,6 % de producto)
y la mezcla se enfrié hasta 40-45 °C y se adiciond IPA (800 ml). A continuacion, se adicioné agua gota a gota a 40-
45 °C hasta que una ligera turbidez persistié (se requirieron 500 ml), punto en el cual una pequefia muestra del
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producto (100 mg, 0,15 mmol) se adicioné6 como una semilla y la mezcla se agité durante 10 min a 40-45 °C para
asegurar el inicio de la precipitacion. Se adiciond agua (500 ml) gota a gota a 40-45 °C y la suspension, a continuacion,
se enfrié hasta 15 a 25 °C . El sdlido resultante se recolecté mediante filtracion, se lavé con agua (3 x 200 ml) y, a
continuacion, se secd in vacuo a 50 °C para dar el producto bruto como un sélido blanquecino (155,9 g, 89 %, pureza

5 de HPLC del 94,8 %). Una porcion de este material (85,0 g) se tomé en IPA (510 ml) mediante un calentamiento a 65-
75 °C hasta completar la disolucion. A continuacion, la solucién se enfrié a 15-25 °C y se agité durante 30 min. El
solido resultante se recolecté mediante filtracion, se lavé con IPA (2 x 85 ml) y se secé in vacuo a 50 °C para dar el
compuesto del titulo, el producto intermedio (IVc) como un sélido blanco (83,4 g, 87 % de rendimiento general, pureza
de HPLC del 98,2 %); T 15,74 min; m/z 646,6 (M+H)* (ES*)

10

Monohidrocloruro de 4-(4-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluorofenil)-tetraidrofuran -3-
il)metoxi)-3-metilfenil)piperazin-1-il)acido benzoico.

s
N
\,IQXT . 9
N = N, %
| !\,0 <;f> N N— COR
e / W 4
Conc ac HCI, {IVe); R* = 'Bu
IPATH=D

= {ll}; R* = H (5al de HCI}

15
A una suspension del terc-butil benzoato (IVc) (83,4 g, 129 mmol) en una mezcla de agua (250 ml) e IPA (417 ml) se
adiciond una solucion de acido hidroclérico conc. (167 ml) en agua (167 ml), mientras que se mantuvo la temperatura
interna por debajo de 35 °C . A continuacion, la solucidn resultante se mantuvo a 35 °C durante 24 h (al cabo de 2-3
h se observo la formacion de solidos), punto en el que el analisis de HPLC indicé que la reaccion habia sido

20 esencialmente completada (con un remanente del 0,6 % de éster, 98,1 % de producto). La mezcla se enfrié hasta 15-
25 °C , se adiciond IPA (417 ml) y el pH se ajusté -10 mediante la adicion de NaOH ac (10 M, 200 ml) a < 40 °C para
dar una solucién. A continuacién, se reajusto el pH a 1-2 mediante la adicion de acido hidroclérico conc. (25 ml) a <
40 °C . La suspension resultante se enfrié hasta 15 a 25 °C y los solidos se recolectaron mediante filtracion. La torta
de filtracion se resuspendié en agua (834 ml), se calentd a 80-85 °C vy, a continuacion, se agité durante 30 min. A

25 continuacién, la suspension se enfrio hasta 15-25 °C y los sélidos se recolectaron mediante filtracion, se lavaron con
agua (2 x 83 ml) y se secaron in vacuo a 50 °C para proporcionar el compuesto del titulo, el producto intermedio (II),
(como la sal de monohidrocloruro) como un sélido blanco (64,6 g, 80 %, pureza de HPLC del 97,6 %); T" 12,92 min;
m/z 590,4 (M+H)* (ES*).

30 4-(4-(4-(((3R,5R)-5-((1H-1,2,4-triazol-1-il)metil)-5-(2,4-difluorofenil)-tetrahidrofuran -3-il)metoxi)-3-
metilfenil)piperazin-1-il)-N-(4-fluorofenil)benzamida.

R
N,
P
o) Me,
\‘“‘\\\‘ / \
o NN COH (Il
. . \_/

N
oK
HoN [e) Me,
(i) m C \ HNOF 0
/©\F © NL/NQ_%

HOBt, EDCI, DIPEA F

35 A una suspension agitada de acido benzoico (ll) como su sal de monohidrocloruro (1001 g, 1,60 mol) y HOBt.H20
(216, g, 1,41 mol) en DMF (5020 ml) a < 40 °C se adicion6 DIPEA (840 ml, 4,823 mol), seguido de 4-fluoroanilina (181
ml, 1,91 mol) y, a continuacién, EDCI.HCI (368 g, 1,92 mol). La mezcla se calenté a 60-65 °C durante 17 h, después
de lo cual, el andlisis HPLC indic6 que la reaccion habia sido completada (no se detectd ningun material de partida ni
producto intermedio de reaccion, 82,63 % del producto). La solucion resultante se enfrié a 15-25 °C y se templd con
40 agua (15,21)a <35 °C, a continuacion, se enfrid nuevamente hasta 15-25 °C y se agité durante 1 h. El sélido resultante
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se recolectd mediante filtracion, se lavd con agua (2 x 2,00 1) y se lo tir6 hasta secarlo. La torta de filtracion se volvié
a empastar en agua (5,00 1) a 15-25 °C durante 45 min y los sélidos se recolectaron mediante filtracion, se lavaron con
agua (2 x 2,00 1) y se secaron in vacuo para dar el compuesto del titulo, el Compuesto (I), como un sélido blanquecino
(1101 g, -100 %, pureza de HPLC 95,8 %); T" 14,46 min; m/z 683.5 (M+H)* (ES*); "H RMN &: 2,10 (3H, s), 2,16 (1H,
dd), 2,37-2,43 (1H, m), 2,50-2,58 (1H, m), 3,13-3,15 (4H, m), 3,41-3,44 (4H, m), 3,67 (1H, dd), 3,74-3,78 (2H, m), 4,05
(1H, t), 4,55 (1H, d), 4,61 (1H, d), 6,76 (2H, s), 6,86 (1H, s), 7,00 (1H, d,t), 7,08 (2H, d), 7,17 (2H, t), 7,26-7,35 (2H, m),
7,76-7,80 (2H, m), 7,77 (1H, s), 7,89 (2H, d), 8,35 (1H, s) y 10,02 (1H. S).

Ensayos bioldgicos: procedimientos experimentales
Evaluacion del crecimiento de hongos planctonicos
a. Ensayo de microtitulacién de resazurina

Este ensayo se efectué usando un procedimiento modificado y publicado (Monteiro y col., 2012). Se cultivaron
esporas de Aspergillus fumigatus (NCPF2010, Public Health England, Wiltshire) 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; PBS que contiene 0,05 % de Tween-20, 100 U/ml de penicilina y 100 U/ml de estreptomicina). El
recuento de esporas se evaluo usando un hemocitémetro Neubauer y usando PBS ajustado a 10° esporas/ml. Se
prepar6 una suspension de trabajo de esporas (10* esporas/ml) en MOPS RPMI-1640 esterilizado con filtro (50 ml;
RPMI-1640 que contiene L-glutamina 2 mM, 2 % de glucosa y MOPS 0,165 M, tamponado a pH 7 con NaOH). Se
adiciond sal sédica de resazurina (100 pl de solucién a 1 %; Sigma-Aldrich, Dorset, Reino Unido) a la suspension de
esporas y se mezclo bien. Se adiciond la mezcla de suspension de esporas-resazurina (100 pl/pocillo) a placas de
384 pocillos (No. de catalogo 353962, BD Falcon, Oxford, Reino Unido). Simultaneamente, se adicionaron los
compuestos de ensayo (solucion de DMSO de 0,5 pl) a 100 pl de la mezcla de esporas-resazurina por cuadruplicado
para proporcionar una solucion final de DMSO de 0,5 % usando un Integra VIAFLO 96 de Integra (Integra, Zizers,
Suiza). Para los pocillos de control sin esporas, se adiciond solucion de MOPS-RPMI-resazurina (100 pl) en lugar de
la mezcla de esporas-resazurina. La placa se cubrié con una membrana Breathe Easier (No. de catalogo Z763624,
Sigma-Aldrich, Dorset, Reino Unido) y se incubé (35 °C , 5 % de COz2) hasta que la fluorescencia en los pocillos
inoculados fue el doble de la de los pocillos de control (alrededor de 24 h). La fluorescencia de cada pocillo (545 nm
(excitacion)/590 nm (emision), ganancia 800, altura focal 5,5 mm) se determiné usando un multiescaner (Clariostar:
BMG, Buckinghamshire, Reino Unido). Se calculé el porcentaje de inhibiciéon para cada pocillo y se calcularon los
valores CMlso, CMI7s y CMIgo a partir de la curva de concentracion-respuesta generada para cada compuesto de
ensayo.

b. Ensayo de microdilucién 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 (mutacion 220 de metionina), NCPF7099
(mutacion G54 de glicina) de Public Health England, Wiltshire; mutantes TR34/L98H del St Louis Hospital, Paris,
Francia) en agar dextrosa Sabouraud durante 3 dias. Se prepardé una suspensién madre de esporas 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 esporas se evalué usando un hemocitometro Neubauer y
a continuacién se ajustdé a 108 esporas/ml con PBS. Se prepard 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 adiciond
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 (solucion de DMSO de 0,5 pl) se 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 pl 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 adiciond en su
lugar solucién de BSA MOPS-RPMI (50 ul/pocillo). La placa se cubrié con una tapa de plastico y se incubé (35 °C con
aire ambiente) durante 48 h. La DO de cada pocillo a 530 nm se determiné usando un multiescaner (Clariostar: BMG,
Buckinghamshire, Reino Unido). Se calculé el porcentaje de inhibicién para cada pocillo y se calcularon los valores
CMIlso, CMIl7s y CMlgo a partir de la curva de concentracién-respuesta generada para cada compuesto de ensayo.

El cribado del panel de hongos fue realizado por Eurofins Panlabs Inc. Los valores CMI y CMlso de los articulos de
ensayo se determinaron siguiendo las directrices del Clinical and Laboratory Standards Institute, 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
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Se sembraron células BEAS2B en placas de 96 pocillos (100 ul; 30 000 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 infeccion con suspension de
conidios (0,5 x 10%/ml en 10 % de FBS RPMI-1640) de Aspergillus fumigatus (20 ul; Public Health England). La placa
se incubd durante 24 h (35 °C , 5 % de COz). El sobrenadante (50 pl) se recolectd y se transfirid a una placa de PCR
(No. de catalogo L1402-9700, Starlab, Milton Keynes, Reino Unido), que se congeld (-20 °C ) hasta su uso. Después
de descongelar, el sobrenadante (5 pl) se diluyé 1:20 adicionando solucién de R7-PBS (95 pl; R7 a PBS 1:4; Bio-Rad
Laboratories, Redmond, WA, EE.UU.). Los niveles de GM 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 inhibicion para cada pocillo y se
calculd el valor Clso a partir de la curva de concentracion-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 de los tratamientos combinados administrando el Compuesto
(I) 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 108 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 posicién vertical. Se adicion6 medio EGM-2 a los compartimientos inferior (700
ul/pocillo) y superior (100 pl/pocillo) y se incubaron los transpocillos durante 48 h (37 °C, 5 % de COyz). El medio EGM-
2 del compartimiento inferior se sustituyé 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 Aspergillus fumigatus (la cepa sensible a itraconazol NCPF2010 y la cepa resistente a itraconazol TR34-L98H) por
separado en agar dextrosa Sabouraud durante 3 dias. Se prepard 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 evalud utilizando un
hemocitometro Neubauer y se ajusto a 108 conidios/ml con PBS. Se prepar6 una solucion madre de trabajo de conidios
en EBM (conc. de 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 yl 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 EMB a 2 %) para el tratamiento del
compartimiento superior, para proporcionar una concentracion final de DMSO de 0,5 %. Se aspir6 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
CO:z), se adiciono la suspension de conidios (10 pl/pocillo) al compartimiento superior de cada transpocillo. Las placas
se incubaron a continuacion durante 24 h (35°C , 5 % de COz2). Los sobrenadantes de cada compartimiento (5
pl/lcompartimento) se recolectaron y almacenaron (-20 °C ). El medio se sustituy6 diariamente después de recolectar
los sobrenadantes y se trataron todos los pocillos con los compuestos de ensayo y de referencia o con DMSO, como
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-LHCB8). Después de la adicién de solucién madre de resazurina (5 ul, 0,04 %), las
placas se incubaron durante 4 h adicionales ((37 °C /5 % de COg). La fluorescencia de cada pocillo a 545 nm
(excitacién) y 590 nm (emision) se determin6é usando un multiescaner (Clariostar: BMG Labtech). El porcentaje de
pérdida de viabilidad celular se calcul6 para cada pocillo con respecto al tratamiento con vehiculo (0,5 % de DMSO).
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Cuando procedia, se calculd un valor CCsp a partir de la curva de concentracion-respuesta generada a partir de la
curva de concentracion-respuesta para cada compuesto de ensayo.

Actividad antifingica in 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, Japén) 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 hemocitémetro y se ajusto
el indculo para obtener una concentracién de 1,67 x 108 esporas ml! de solucién salina fisioldgica.

Para inducir la inmunosupresién y neutropenia, se administré6 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, ip) 2 dias antes de la infeccién. El dia 0, los animales se infectaron con la suspensién de esporas (35 pl
intranasalmente).

Los compuestos de ensayo se administraron intranasalmente (35 pl de una suspensién de 0,08-2,00 mg/ml en solucion
salina fisiolégica) una vez al dia, 30 minutos antes de la infeccién en el dia 0 y a continuacién en los dias 1, 2y 3 (lo
que representa el tratamiento profilactico) o solo en los dias 1, 2 y 3 (lo que representa el tratamiento terapéutico).
Para el tratamiento profilactico prolongado, los compuestos de ensayo (35 pl de una suspension de 0,0032 o 0,016
mg/ml en solucion salina fisioldgica) se administraron intranasalmente una vez al dia durante siete dias; a continuacion
30 min antes de la infeccién en el dia 0 y, posteriormente, indistintamente en los dias 1, 2 y 3 después de la infeccién,
o solo en el dia 0. Los efectos de estos paradigmas de tratamiento se compararon con los obtenidos cuando el
tratamiento se limitd a un dia y 30 minutos antes de la inoculacién y a continuacion en los dias 1, 2 y 3 posinfeccion;
0 se redujo aun mas a solo un dia y 30 minutos antes de la infeccion. Los pesos corporales de los animales se
monitorizaron diariamente y los que presentaron una reduccion = 20 %, en comparacion con su peso corporal en el
dia 0, se sacrificaron.

Seis horas después de la ultima dosis, los animales se anestesiaron, se canuld la traquea y se recolect6 el BALF. El
numero total de células alveolares se determind utilizando un hemocitémetro, y los nimeros de macréfagos y
neutrdfilos alveolares se determinaron mediante andlisis por FACS (EPICS® ALTRA I, Beckman Coulter, Inc.,
Fullerton, CA, EE.UU.) usando MOMAZ2-FITC antirratén (macréfago) o 7/4 antirraton (neutrofilo), respectivamente,
como se describié anteriormente (Kimura y col., 2013). Los niveles de IFN-y e IL-17 en BALF, y de IL-6 y TNFa en
suero se determinaron usando el kit de ELISA de IFN-y, IL-17, IL-6 o TNF-a de raton Quantikine® (R&D systems, Inc.,
Mineapolis, MN, EE.UU.), respectivamente. EI MDA, un marcador del estrés oxidativo, se ensayd usando kits de
ensayo OxiSelect® TBARS (cuantificacion de MDA; Cell Biolabs Inc, San Diego, CA, EE.UU.). El GM de Aspergillus
en suero se determiné usando kits de Platelia GM-EIA (Bio-Rad Laboratories, Redmond, WA, EE.UU.). El indice de
corte se calculé mediante la férmula: 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 uL/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 presentdé como UFC por gramo de tejido
pulmonar.

Se usaron ratones A/J neutropénicos gravemente inmunodeprimidos (machos, 5 semanas de edad) a los que se habia
administrado hidrocortisona (Sigma H4881; 125 mg/kg, sc,) diariamente durante tres dias antes de la infeccion y
ciclofosfamida (Sigma C0768; 250 mg/kg, ip) dos dias antes de la infeccién para evaluar los efectos del tratamiento
combinado del Compuesto () administrado intranasalmente y posaconazol administrado oralmente. El dia 0, los
animales se infectaron intranasalmente con 35 ul de la suspensién de esporas (1,67 x 108 esporas/ml en solucién
salina fisiologica) de Aspergillus fumigatus (ATCC 13073 [cepa: NIH 5233]). EI Compuesto (l), preparado como una
suspensién en solucioén salina isoténica (0,4 mg/ml), se administré una vez al dia mediante una inyeccién intranasal
(35 pl/ratén) en los dias 1-6 después de la infeccién. El posaconazol (1 mg/kg) se administré oralmente una vez al dia
en los dias 1-6 después de la infeccion. El peso corporal y la supervivencia se monitorizaron diariamente hasta el dia
7.

Resumen de los resultados del cribado

El Compuesto (I) demuestra una potente actividad inhibidora contra el crecimiento fungico tanto del Aspergillus
fumigatus sensible al azol, segun lo evaluado por el ensayo de resazurina, como de la infeccidn fungica de las células
epiteliales bronquiales (Tabla 2). En estos sistemas de ensayo, el Compuesto (I) mostré una potencia
significativamente mayor que el voriconazol y la anfotericina B y una potencia similar al posaconazol. La incubacion
con el Compuesto (I) no tuvo, o tuvo poco, efecto sobre la viabilidad de las células epiteliales bronquiales BEAS2B en
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concentraciones de hasta, al menos, 10 uM.
Tabla 2 Efectos del tratamiento con voriconazol, posaconazol, anfotericina B y el Compuesto (I) sobre el crecimiento

fungico planctonico de Aspergillus fumigatus (NCPF2010), sobre la infeccidn fungica de células epiteliales bronquiales
BEAS2B y sobre la viabilidad de las células BEAS2B.

Valores CMIso/CMI7s/CCso en el sistema de ensayo indicado (nM)

. Crecimiento fungico Infeccién de células Viabilidad celular de
Tratamiento (compuesto plancténico’ BEAS2B2 BEAS2B3
de prueba)
CMilso CMls CMilso CCso
Voriconazol 90,8 168 154 > 28600
Posaconazol 3,64 6,94 4,48 > 14300
Anfotericina B 28,5 64,4 ne 977
Compuesto (l) 1,98 5,02 5,43 > 12200
Compuesto (I).4[?H] ne ne 3,15 > 14600

Notas al pie de la tabla: 1. Ensayo de microtitulacién de resazurina; 2. Células epiteliales bronquiales; 3.n =1 a 5;

ElI Compuesto (I) ademas presenta una actividad inhibidora potente contra el crecimiento fungico planctonico como se
evalia en un ensayo de microdilucién en caldo (Tabla 3). En este ensayo, el Compuesto (I) mostré una potencia
significativamente mayor frente a las cepas resistentes al posaconazol (NCPF7099, NCPF7100 y TR34/L98H) y a una
cepa sensible al posaconazol (NCPF2010), que el posaconazol, el voriconazol y la anfotericina B.

Tabla 3 Efectos del tratamiento con voriconazol, posaconazol, anfotericina B y el Compuesto (I) sobre el crecimiento

fungico plancténico de aislados de Aspergillus fumigatus.
Valores CMIzs (nM)

Tratamiento (compuesto de prueba) contra las cepas clinicas de Aspergillus fumigatus indicadas’
NCPF2010 NCPF7099 NCPF7100 L98H
Voriconazol 496 96,7 596 > 2860

Posaconazol 15,3 112 71,5 150

Anfotericina B 382 365 > 1080 209

Compuesto (I) 13,6 16,5 19,7 56,7

Compuesto (1).4[?H] 14,7 13,7 28,6 70,0

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

Los efectos del Compuesto (I) sobre el crecimiento de un amplio abanico de patégenos fungicos se evaluaron usando
los procedimientos de microdiluciéon en caldo del CLSI. Se hallé que el Compuesto (I) es un potente inhibidor del
crecimiento de Rhizopus oryzae, Cryptococcus neoformans, Chaectomimum globosum, Penicillium chrysogenum y
Trichophyton rubrum, asi como de algunas Candida spp. (Tabla 4).

Tabla 4 Efectos del Compuesto () sobre el crecimiento de un intervalo de especies fungicas.
Compuesto (l) Voriconazol Posaconazol

CMIso  CMligo CMiso CMlioo = CMiso CMl1oo

Agente fangico Cepa
(ug/ml) (ug/ml) (bg/ml)
Aspergillus flavus ATCC204304 1,0 > 8,0 1,0 2,0 0,063 0,13
Aspergillus pullulans ATCC9348 > 8,0 >8,0 >8,0 >8,0 0,25 1,0
20240,047 0,031 > 8,0 0,031  >8,0 0,031 >8,0
Candida albicans
ATCC10231 0,13 >8,0 0,25 >8,0 0,13 >8,0
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20183,073 0,5 >8,0 4,0 >8,0 0,25 >8,0

20186,025 >80 >80 >80 >80 >8,0 >38,0

ATCC36583 0,5 >8,0 025 >80 0,5 >8,0

Candida glabrata R363 0,5 >80 >80 >80 0,5 >8,0
Rhizopus oryzae ATCC11145 0,063 2,0 8,0 > 8,0 0,13 > 8,0
Cryptococcus neoformans ATCC24067 0,008 1,0 0,016 1,0 0,016 0,25
Chaetomium globosum ATCC44699 0,063 >8,0 0,5 1,0 0,13 0,25
Penicillium chrysogenum ATCC9480 0,031 > 8,0 1,0 2,0 0,063 0,13
Trichophyton rubrum ATCC10218 01508 0,031 01508 0,063 0,;08 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).

La monoterapia indistintamente con el Compuesto (l) (0,1 pg/ml en la cdmara superior) o posaconazol (0,01 pyg/ml en
la cdmara inferior) inhibio la produccién de GM en el dia 1 en bicapas de alvéolos humanos. Sin embargo, los efectos
inhibidores de estos tratamientos se perdieron rapidamente después (Tabla 5). Por el contrario, el tratamiento
combinado del Compuesto () con posaconazol presentd una inhibicion sostenida de la invasion posinfeccion. Por
consiguiente, DFBso para el tratamiento combinado fue 5,48 dias, mucho mas largo que los valores para cualquiera
de los compuestos solos. Este efecto sinérgico o aditivo de la terapia combinada también se confirmé cuando el
tratamiento con el Compuesto (I) se combind con el de intraconazol, voriconazol o caspofungina (resultados no
presentados).

Tabla 5 Efectos del Compuesto (I), el posaconazol y el tratamiento combinado sobre la invasion 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 inhibicién frente al control) |

Dia de tratamiento Vehiculo Compuesyzi;)e(rli)(;rCémara Posacoil:la;zzlsrCémara 1::;:;;;::‘?

0 0 0 0 0

1 0,68 0,091 (86) 0,064 (91) 0,007 (99)
2 1,19 1,15 (3,4) 1,01 (15) 0,011 (99)
3 1,19 1,14 (3,7) 1,14 (4,1) 0,025 (98)
4 1,18 1,13 (4,5) 1,17 (1,1) 0,11 (91)
5 1,18 1,18 (0,3) 1,18 (-0,6) 0,42 (64)
6 1,18 1,18 (-0,3) 1,19 (-1,1) 0,73 (38)
7 1,18 1,16 (0,9) 1,17 (0,3) 1,15 (2,0)
8 1,16 1,13 (2,8) 1,15 (0,8) 1,12 (3,7)

Valores DFBso para los 113 1,45 548

tratamientos indicados

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
Aspergillus fumigatus: TR34-L98H. (Table 6) La monoterapia con el Compuesto (I) (1 pg/ml) en la cdmara superior o
con posaconazol (0,1 yg/ml) en la camara inferior mostré un beneficio limitado. Por el contrario, la combinacion del
Compuesto (I) y posaconazol presento efectos inhibidores notables sobre la invasién fungica en la camara inferior. El
efecto beneficioso del tratamiento combinado se observé en el dia 1 posinfeccion, pero desaparecio después del dia
2.
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Tabla 6 Efectos del Compuesto (l), el posaconazol y el tratamiento combinado sobre la invasién de Aspergillus
fumigatus (cepa TR34-L98H) en la camara inferior en el sistema celular de bicapa alveolar (transpocillos)

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

Dia de tratamiento Compuesto (I.)1 Camara Posaco_nazo_l2 Camara Tratan_liento
superior inferior combinado
0 0 0 0
1 0,35 0,039 (88) 0,013 (96)
2 0,99 1,02 (-2,7) 0,082 (92)
3 0,99 0,97 (1,7) 0,54 (45)
4 1,01 1,02 (-1,4) 1,09 (-8,8)
Valores DFBso para los 1,10 1,64 2,03

tratamientos indicados

Notas al pie de la tabla: 1. Administrado a 1 pg/ml; 2. Administrado a 0,1 pg/ml; DFBso: dias necesarios para alcanzar
una carga fungica de 50 % del control
5

Cuando se administré intranasalmente a ratones neutropénicos inmunocomprometidos, en el dia 0 y los dias 1-3
después de la inoculacion (tratamiento profilactico) en una comparacion directa, el Compuesto (I) mostroé efectos
superiores al posaconazol en la reduccién de la pérdida de peso corporal, medida a lo largo de 3 dias, causada por la
infeccion con Aspergillus fumigatus. (Tabla 7).

10
Tabla 7: Comparacion de los efectos del tratamiento con el Compuesto (1) y posaconazol sobre la pérdida de peso
corporal de ratones neutropénicos inmunocomprometidos causada por infeccion con Aspergillus fumigatus.

Pérdida de peso corporal causada por la infeccion por A. fumigatus? ( % de

Tratamiento con inhibicion de la pérdida de peso)
farmaco’
Dia 1 Dia 2 Dia 3
Vehiculo mas 92+15 14,3 +1,9 19,3 + 1,4
esporas
Posaconazol 7,3+2,0(21) 13,4+ 1,9 (6) 18,1+ 2,0 (6)
Compuesto (I) 6,1+ 1,8 (34) 8,7 £2,5(39) 11,1 + 5,6 (42)

Notas al pie de la tabla: 1. Administrado a 0,4 mg/ml intranasalmente; 2 % de pérdida de peso en comparacion con
el peso animal al dia 0.

15
Ademas, el tratamiento profilactico y terapéutico con el Compuesto (I) mostré efectos superiores al posaconazol sobre
la carga fungica en el pulmén, asi como sobre las concentraciones de GM, tanto en BALF como en suero, posinfeccion.
Los datos para el Compuesto (I), usado en regimenes de dosificacién profilacticos y terapéuticos, se muestran en la
Tabla 8 y las Fig. 1, 2 and 3 (valores Dlso presentados en la Tabla 9).

20
Tabla 8: Efectos del tratamiento profilactico y terapéutico con el Compuesto (1) sobre las UFC en el pulmén y las
concentraciones de galactomanano en el BALF y el suero de ratones neutropénicos inmunocomprometidos infectados
con Aspergillus fumigatus

% de inhibicion de la respuesta
Conc. de farmaco

Régimen de tratamiento (mg/ml) UFC (/mg de GMen BALF | GM en suero
pulmén) (col (col)
Vehiculo + Esporas Ninguna 28,4 +16,9 4,8 +£0,40 53+11
0,08 15,2 + 13,7 (46) 0*7?815?'39 0’81(;5;’*52
Compuesto (I): tratamiento
profilactico 0,4 2.1+ 1,6 (93) 0’37(9’-'2;)'46 0’2‘29*5;)’18
2 0,8+0,7 (97) 0,13 £ 0,02 0,18 £ 0,07
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(97) (97)
0,24 + 0,06 0,29 £ 0,11
0,4 3,8+1,0(87) (95) (95)
Compuesto (l): tratamiento 0,22+0,14 0,25+0,19
terapéutico 2 1.9£1,7(33) (95) (95)
0,11 £ 0,05 0,24 + 0,11
10 0,5+ 0,3 (98) (98) (95)

Notas al pie de la tabla: los datos para la carga fungica se presentan como la media * error estandar de la media
(EEM; n = 5-6).

Tabla 9: Valores Dlso para el tratamiento profilactico con posaconazol y el Compuesto (l) sobre la carga fungica en el
pulmén y sobre las concentraciones de galactomanano en el BALF y el suero de ratones neutropénicos
inmunocomprometidos infectados con Aspergillus fumigatus.

Valores Dlso para la respuesta indicada (mg/ml)
Carga fangica en el puimén GM en BALF GM en suero
0,086 <0,08 < 0,08
0,24 1,3 0,47

Sustancia del farmaco (régimen profilactico)

Compuesto (l)

Posaconazol

El tratamiento profilactico con el Compuesto (I) también inhibié la acumulacion de células inflamatorias en el BALF
(Tabla 10), de manera similar al posaconazol. Ademas, el tratamiento profilactico con el Compuesto (I) mostré efectos
inhibidores superiores al posaconazol frente a las concentraciones de IL-17, IFNy y MDA en el BALF, y los valores de
Dlso comparativos para el Compuesto (l) y para el posaconazol en experimentos independientes se muestran en la
Tabla 11.

Tabla 10: Efectos del tratamiento profilactico y terapéutico con el Compuesto (I) sobre la acumulacion de macréfagos
y neutrdéfilos en el BALF de ratones neutropénicos inmunocomprometidos infectados con Aspergillus fumigatus.

Numeros de células en BAL x105/ml ( % de

Tratamiento Conc(.rgslm;a::')maco inhibicién)
Macrofago Neutrofilo
Vehiculo + Esporas 0,65+0,14 0,49 £ 0,09
0,08 0,40 + 0,15 (38) 0,37 + 0,04 (24)
Compuesto (1) tratamiento 0,4 0,32 + 0,07 (51) 0,26 + 0,12 (47)
profilactico
2 0,26 + 0,05 (60) 0,22 £ 0,04 (55)
0,4 0,43 0,05 (34) 0,38 + 0,04 (22)
C°mp”f3t° (1) tratamiento 2 0,40 + 0,11 (38) 0,34 + 0,05 (31)
erapéutico
10 0,32 + 0,07 (51) 0,27 + 0,08 (45)

Notas al pie de la tabla: los datos para el niumero de células se presentan como la media * error estandar de la media
(EEM), N = 5-6.

Tabla 11: Valores de Dlso para el tratamiento profilactico con posaconazol y el Compuesto (I) sobre los niveles de IL-

17, IFNy y MDA en el BALF de ratones neutropénicos inmunocomprometidos infectados con Aspergillus fumigatus.

Valores de Dlso para los biomarcadores indicados (mg/ml)
Sustancia del farmaco (régimen profilactico)

IL-17 IFNy MDA
Compuesto (l) 0,074 <0,08 0,11
Posaconazol 0,61 0,22 0,69

Ademas, los datos que muestran los efectos del Compuesto () sobre los niveles de IFNy, IL-17 y MDA en el BALF,
cuando se administra indistintamente profilactica o terapéuticamente, se presentan en la Table 12 y los efectos sobre
el suero, IL-6 y TNFa se presentan en la Table 13.
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Tabla 12: Efectos del tratamiento profilactico y terapéutico con el Compuesto (I) sobre los niveles de IFNy, IL-17 y
MDA en el BALF de ratones neutropénicos inmunocomprometidos infectados con Aspergillus fumigatus.

Concentraciones de biomarcadores en BALF ( % de

Régimen de Conc. de farmaco inhibicion)
tratamiento (mg/ml)
IFNy (pg/ml) IL-17 (pg/ml) MDA (pg/ml)
Vehiculo + Esporas 9,2+1,0 19,8 + 3,6 1,8+0,2
0,08 3,7 £1,7 (60) 9,8 +5,3 (51) 0,96 + 0,32 (47)
Compuesto (1) 0,4 3,0 £ 0,8 (67) 6,7 + 4,9 (66) 0,57 + 0,22 (68)
profilactico
2 2,5+0,3 (73) 3,2+0,8 (84) 0,34 + 0,05 (81)
0,4 4,322 (53) 8,5+ 2,9 (57) 0,45 + 0,10 (75)
Compuesto (I) 2 33:08(64) 4,008 (80) 0,37 + 0,10 (79)
terapéutico
10 2,140,3(77) 2,9+0,7 (85) 0,25 + 0,05 (86)

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 = 5-6.

Tabla 13: Efectos del tratamiento profilactico y terapéutico con el Compuesto (I) 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

Conc. de farmaco inhibicion)

Régimen de tratamiento

(mg/ml)
IL-6 TNFa
Vehiculo + Esporas 284 + 112 25,6 +8,0

0,08 159 + 73,3 (44) 11,8 + 5,9 (54)

Compuesto () tratamiento 0,4 86,3 + 46,9 (70) 7.3+35 (71)
profilactico

2 44,5 + 12,2 (84) 4,7+ 0,4 (82)

0,4 51,7 + 16,8 (82) 6,2+0,5 (76)

Compuesto (I) tratamiento 2 44,2 + 11,4 (84) 5,5+ 0,7 (79)
terapéutico

10 35,9 + 10,4 (87) 4,9+0,6 (81)

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 = 5-6.

También se hallé que el tratamiento terapéutico con el Compuesto (I) mantiene una potente inhibicion de la carga
fungica pulmonar, los niveles de galactomanano y en las concentraciones de citocinas de BALF en ratones
neutropénicos e inmunocomprometidos infectados con Aspergillus fumigatus (Tablas 7, 8,9y 10 y Fig. 1, 2y 3).

También se evaluaron los efectos de la administracion profilactica prolongada del Compuesto (l) sobre los
biomarcadores en ratones neutropénicos inmunocomprometidos infectados con Aspergillus fumigatus. Se hallé que la
profilaxis prolongada con el Compuesto (1) 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 de biomarcadores anterior
(Tabla 14). Ademas, los datos sugieren una acumulacion de efectos antifungicos en el pulmén en la administracion
repetida, ya que siete dias de profilaxis produjeron efectos antifungicos mayores que el tratamiento profilactico durante
un solo dia adicionado. La persistencia de accién del compuesto en el pulmén es sugerida por el hallazgo de que el
tratamiento en los dias -7 al dia 0 genero efectos antifungicos superiores en el dia 3 que los resultantes del tratamiento
solo en los dias -1 y 0. Sin embargo, este protocolo de administracion abreviado seguia siendo protector.
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Tabla 14 Efectos de la administracion profilactica prolongada del Compuesto (l) sobre la carga fungica (UFC) en el
pulmén y las concentraciones de GM en el BALF y suero en ratones neutropénicos inmunocomprometidos infectados
con Aspergillus fumigatus.

Valores y % de inhibicién de la respuesta®
Régimen de tratamiento! (dias de = Dosis del compuesto

administracion) (1) (ug/ml) UFC (/mg de GMen GMen

pulmon) BALF (COI)  suero (COI)

Vehiculo mas Esporas? Ninguna 34,7+10,7 51+0,9 43+1,0

7a+3 3,2 8,3+ 2,0 (76) 2,6(290),36 1,8(280),43

Aa+3 3.2 9533 (73) 2,8(;_:50),71 2,2(;;90),69

7a+3 16 5,0 + 2,3 (86) 117(270),39 1,4(;_;70),20

1a+3 16 6,1+ 2,8 (82) 2,2(270),61 1,6(;30),41

-7a0 16 6,7 £1,7 (81) 2,3(250),52 1,7(200),59
1.0 16 13126062 200 40x088(7)

(12)

Notas al pie de la tabla: 1. El valor de N fue seis para todos los grupos tratados con el farmaco; 2. El valor de N fue
cinco para el grupo tratado con el vehiculo; 3. Los datos para la carga flngica y los niveles de GM se presentan como
la media % error estandar de la media, y el porcentaje de inhibicién, con respecto al vehiculo.

Se evalud la influencia sobre la supervivencia de la combinacion de los tratamientos de Compuesto (l), administrado
tépicamente, con posaconazol oral, en ratones neutropénicos gravemente inmunocomprometidos después de la
inoculacion con Aspergillus fumigatus. La monoterapia con el Compuesto (1) (0,4 mg/ml, administrado intranasalmente)
0 con Posaconazol (1,0 mg/kg, administrado oralmente) mostré solo un beneficio terapéutico muy limitado. Por el
contrario, la combinacién del Compuesto (I) y posaconazol demostré un aumento notable en el tiempo de
supervivencia después de la infeccion (Tabla 15).

Tabla 15 Efectos del Compuesto () y Posaconazol como monoterapia o en combinacién sobre la supervivencia de
ratones neutropénicos inmunocomprometidos infectados con Aspergillus fumigatus.

- . N.° de . . Ensayo de Mantel-Cox para
Régimen de Dosis - Supervivencia . .
tratamiento (via) supervivientes en el media (dias) la supervivencia (frente a la

dia 7 ( %) infeccion)

Vehiculo ninguna 0/6 (0) 5 -

0,4
Compuesto (l) mg/ml 0/6 (0) 6 p<0,05
(in)
Posaconazol L Eg%/)kg 0/6 (0) 6,5 No significativo
0,4
mg/ml
Compuesto (1) (in) 5/6 (83) No definida p < 0,001
mas Posaconazol
1 mg/kg
(po)

Notas al pie de la tabla: N = 8 por grupo.

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 exposicion sistémica resultante al compuesto administrado. El compuesto
de la invencién se puede ensayar en tales sistemas in vivo.
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Resumen del perfil biolégico del Compuesto (1)

Se hallé que el Compuesto (I) es un potente inhibidor del crecimiento plancténico de Aspergillus fumigatus y de la
infeccion celular epitelial bronquial. EI Compuesto (1) también inhibi6é el crecimiento de los aislados de Aspergillus
fumigatus resistentes al posaconazol y al voriconazol, demostrando una mayor potencia que el posaconazol, el
voriconazol y el intraconazol contra estas cepas. También se hallé que el Compuesto (I) es un potente inhibidor del
crecimiento de Rhizopus oryzae, Cryptococcus neoformans, Chaetomimum globosum, Penicillium chrysogenum y
Trichophyton rubrum, asi como también algunas Candida Spp. En un modelo in vitro de alvéolos, el Compuesto (I)
mostré una actividad impresionante contra la invasion de Apergillus, tanto como monoterapia como al ser administrado
en combinacién con posaconazol. In vivo, en ratones neutropénicos e inmunocomprometidos infectados con
Aspergillus fumigatus, el Compuesto (I), demostré una potente inhibicion de la infeccion con Aspergillus fumigatus, asi
como también la respuesta inmune pulmonar asociada ya sea en la administracién profilactica o como un tratamiento.
El Compuesto (l) también fue altamente eficaz para reducir la pérdida de peso corporal dependiente de la infeccion.
Estos efectos inhibidores fueron superiores a los del posaconazol. Resulta significativo que los efectos antifungicos
beneficiosos del Compuesto (l) se observan tanto en el escenario profilactico como en uno terapéutico.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto, es decir, el Compuesto (I),

j_N

SO O

Compuesto (I}

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

2. Un compuesto segun la reivindicacion 1 para su uso como farmaco.

3. Un compuesto segun la reivindicacién 1 para su uso en el tratamiento de micosis o para su uso en la
prevencion o el tratamiento de enfermedades asociadas a la micosis.

4. Un compuesto para su uso segun la reivindicacion 3, donde la micosis es causada por Aspergillus spp.

5. Un compuesto para su uso segun la reivindicacion 4, donde el Aspergillus sp. es Aspergillus fumigatus
o Aspergillus pullulans, especialmente Aspergillus fumigatus.

6. Un compuesto para su uso segun la reivindicacion 4, donde el Aspergillus sp. es un Aspergillus
fumigatus resistente al azol.

7. Un compuesto para su uso segun la reivindicacion 3, donde la micosis es causada por Candida spp.,
por ejemplo, Candida albicans o Candida glabrata, Rhizopus spp., por ejemplo, Rhizopus oryzae, Cryptococcus spp.,
por ejemplo, Cryptococcus neoformans, Chaetomium spp., por ejemplo, Chaetomium globosum, Penicillium spp., por
ejemplo, Penicillium chrysogenum o Trichophyton spp., por ejemplo, Trichophyton rubrum.

8. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto segun la reivindicacion 1, opcionalmente
en combinacién con uno o mas diluyentes o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

9. Un compuesto para uso segun la reivindicacion 2 en combinacién con un segundo principio activo o
mas; o una composicion farmacéutica segun la reivindicacién 8 que comprende un segundo o mas principios activos.

10. Un compuesto para su uso o0 una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 9, donde el segundo
0 mas principios activos se seleccionan de entre agentes antifungicos, anfotericina B, una equinocandina y un inhibidor
de 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa.

11. Un compuesto para su uso o una composicion farmacéutica segun la reivindicacién 9, donde el segundo
0 mas principios activos se seleccionan de entre candicidina, filipina, hamicina, natamicina, nistatina, rimocidina,
bifonazol, butoconazol, clotrimazol, econazol, fenticonazol, isoconazol, ketoconazol, luliconazol, miconazol,
omoconazol, oxiconazol, sertaconazol, sulconazol, tioconazol, albaconazol, efinaconazol, epoxiconazol, fluconazol,
isavuconazol, itraconazol, propiconazol, ravuconazol, terconazol, abafungina, amorolfina, butenafina, naftifina,
terbinafina, anidulafungina, micafungina, acido benzoico, ciclopirox, flucitosina (5-fluorocitosina), griseofulvina,
tolnaftato y acido undecilénico; o el segundo o mas principios activos se seleccionan de entre voriconazol,
posaconazol, caspofungina, lovastatina, pravastatina y fluvastatina.

12. Un compuesto de la férmula (Il)
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o una sal del mismo; o

un compuesto de la formula (IV)

donde R® representa un alquilo C1-s;
o una sal del mismo; o

un compuesto de la férmula (V)

o una sal del mismo; o

un compuesto de la formula (VII)

F

donde P representa un grupo protector de nitrégeno;

o una sal del mismo; o

un compuesto de la formula (XIII);
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0 una sal del mismo.

13. Un compuesto de la férmula (VIII):

Me
HO N N4<i>—C02R*1
__/
5 (Vi

donde R? representa un alquilo C+-5; 0 una sal del mismo; o

un compuesto de la férmula (XV):

10
Me,
/ \ o
HO N N
7 HN@—F
(XV)
o una sal del mismo.
15 14. Un procedimiento para preparar el Compuesto (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo

segun la reivindicacién 1, que comprende hacer reaccionar un compuesto de la férmula (ll):

//—N
N, D
o) Me,
\\“"‘\“ / \
(0] N N CO,H
\__/
F F
Q)
20 o un derivado activado del mismo; o una sal del mismo;
con 4-fluoroanilina o una sal del mismo; o
hacer reaccionar un compuesto de la formula (XV):
Me
o
HO N N@—/{
e HNOF
25 (XV)
o una sal del mismo;
con un compuesto de la férmula (I1X);
I\
N,
N
[o]
\\\\“"‘ Z
30 F F (IX)

donde Z representa un grupo de escision; o una sal del mismo.

15. Un procedimiento para preparar el Compuesto (ll) o una sal del mismo que comprende hacer reaccionar
35 un compuesto de la formula (XIII):

37
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/—N
N/‘N»
o Me
F F (XIIN

o una sal del mismo;
5 con el compuesto de la formula (X):

H-N N@COZR*‘
_/
X)

donde R? representa un alquilo C1-5; 0 una sal del mismo;
10
para dar un compuesto de la férmula (IV):

N
Ny Y

15 donde R? representa un alquilo C+-5; 0 una sal del mismo;

seguido de la hidrolisis del éster de alquilo para dar dicho compuesto de la formula (Il).
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