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BEECHAM GROUP p.l.c.,
"FROCESSO FARA A FREPARACZD DE DERIVADOS DE

MEMaRIA DESCRITIVA

Resumo

0 presente invente refere-se a um processo

preparasfo dos compostos de farmula (1), ou dos

ceuticamente aceitaveic:
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na gual R, = —CH-OH:; R~ 2 hidrogenio ou

hidrogénio ou um grupo de protecgido de amina; & cada Ra e

génio. 0O presente invento também s2
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composigdes farmacuticas contendo aguelses e a sua utilizagXo

para o tratamente de infeccoese fldngicas.

N

0 referido processo consiste na redusdo selectiva de um

[

.
]

composto de foarmula (I1):

(11)
na gual R, & um derivado de acido carboxilico activado; R.,” @
alquilo CI—E; R & um grupo de protecgio de aminaj; e cada Rq' &

hidrogenio; e subsegus2ntemsntz, facultativamente ou se necessario
e por qualquer aordem apropriada, a conversdo de R, em R,, =&

conversda de R’ em R., a interconversZo de R,, & 1interconverso

de R, 2 a formacdc de um sal farmaceuticamente aceitavel.



il

0 presente invento refere—-se a novos compostos, & L&
preparac¥o & & sua utilizagde no tratamento de infecgdes fdngicas

2m animais, incluindo o ser humano.

& anfotericina B de macrolideo de polieno, produzida

pelo Streptomyces nodosus, & 2 muito utilizada no tratamento de

infecgdes fungicas.

A anfotericina B & o Unico macrolido de polieno comple-—
xo, cuja estrutura molecular e configurag3a absoluta  foram
determinadas com precis3o por meio de andliss cristalogréafica de

&
raios—x. A anfotericina B tem a farmula (A

(A)

Ds derivados de anfotericina B encontram—se referidos
na literatura da especialidade. Micolaou et al. (J. American
Chem. Soc.., 119, 4&&8, (1932)) descreve a sintesese de um composto
de formula (B):
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Me

onr

o (B)

na qual R_ & —CH_OH, Rb & matdui, R & acekilo e, ou Rd & hidro-

a c
g&nio e Re =] Rf em conjunto sXo isopropilidenoc, ou Rd e Re em
conjunto sXo isgpropillidero e F(f & hidrog#£nio.

N¥%o se encontrou gualguer actividade farmacoldégica nos

compasteos de formula (H).

Mo entanto, prepararam—s=2 agora novos derivados de
anfatericina B gque possuem um grupo de hidroximetilo na posico
164, o= quais mostraram possuir actividade anti-fdngica e, portan—

to, ter uma utilidade potencial como agentes anti-fungicos.

Deste modo, o presente invento proporciona um composto

de farmula (1), ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel:

Me

OR, | (I)
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na qual R1 & -~CH,OH; R, & hidrogenica ou alquilo EI—B; R, &

hidrogénio ou um grupe de proteccio de amina; e cada F-:4 & hidro-

genio.

A mence gue seja indicado de owtra forma, um  grupo

alquilo & de preferéncia um grupo alquilo C mais preferivel-

1-6"

mente um grupo alquilo 61_4 e pode ser de cadeia linear ou

ramificada.

0 termo farmaceuticamente aceitével engloba bs =solvatos
e 0s hidratos. Deste moda, quando os compastos de férmula (1),
ow os seus sals farmaceuticamente aceitévels, formam solvatos ou

hidratos, estes também constituem um aspecto do presente invento.

Os compostos de foarmula (I) em que Rz & hidrogénio
podem foirmar sais de adigcXo de &c-ido com &cidaos, tais como Acidos
convencionais farmaceuticamente aceitdveis, por exemplo cloridri-
co, bromidrico, fosfsrico, acético, fumdrico, salicilico, citri-
co, lacticoc, mandélico, tartarico, oxdlico, metancssulfénico,
aspartico 2 ascorbico. 0 invento também abrangs os sais quater-

narios.

D=z significados para R, sZ%o hidrogénio, acetilo,

F-flucrenilmetoxicarbonilo, tricloroetoxicarbonilo, 2-metilsulfo-
niletoxicarbonilo e 2-trimetilsililetoxicarbonilo. De preferén-—
cia, R: & hidrogénio, acetilo ou 2-fluorenilmetoxicarbonilo. Com

maior preferéncia, R+ & hidrogénio.

Incluidos dentro &mbito dos compostosz em gue R & um
grupo de protecgfo de amina encontram—-s2 também outros derivedos
de grupos amino, gue compreendem derivados de acilo que suportam
um substituinte basico, tais como derivados de N-D-lisilo e de

N-D-ornitilo, derivados de guanidina e derivados de N-glicosila.
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A preparacidc de outros derivados de grupos amino € descrita na
FublicacZo da Fatente Euwropeia @ 91o 297 (Scheringld, na Fublica-
¢¥o da Fatente Ewrecpeia © 931 722 (Dumex) e na Fatente Norte

Anericana 4 195 172.

Os =ignificados preferidos para R, sdoc  hidrogenic e

=

metilo.

0 presente invento tambem proporciona um processo  para
a preparagdo dos compostos de formula (1), @ qual compreende a

redug3o selectiva de um composto de formoela (I1):

(IT)
na qual R, & um derivado de Acido carboxilico activado; RL' &
1 ; 2
alquilao C, 3 Ro" & um grupno de proteccio de amina: 2 cada R, ° =]
1-8° = = : ; ’ 4

hidrogénio; e subsequentemente, facultativamente ou se necessiric
e por qualguer ordem apropriada, & conversio de R.° em R.,, &
convarsio de Rz’ =m Rzg a interconversis de R-, a intercanversido
de Rz 2 a formagfo de um sal farmaceuticamente aceitavel.
Dever—-se—4& entender gue o termo derivado de &cido
carboxilico activado, quando wtilizado aqui, compreende um  grupo

de acido carboxilico modificado por

—
1

BACGEAD guimica para uma



forma activada sujeitavel a reducdo por rzaccio com un agente de

reducda sslectiva.

0 termo derivado de &cido carboxilico activado compre—
ende esteres e ticésteres de algquilo, arile e heteroarilo,
haletos &cidos, anidridos 4&cidos & amidas tais como amidas  de

N-metil-N-metsui.

N

1
reaccio com um agente de reduc3o selectiva ¢ apropriadamente um

Um derivade de A4cido carboxilico R activado para

ster de alguilo Cl—é’ tal como metoxicarbonilo ocu etoxicarboni-

lo, ou um ticéster, de prefer€ncia um heteroariltioéster, tal

como piridiltiogster.

Favoravelmente, Hl' & metoxicarbonilo ou 2-piridiltio-

carbonilo.

{is significados adequados para R, =s3c metiloc e etilo,

e de preferéncia metilo.

0s grupos de protecg®o de amina R,  =#%Zo escolhidos de

forma gue sejam estdveis relativamente ac processo de reducio
utilizado na preparacdc dos compostos de férmula (1). De prefe-—

rEncia, um grupo de protecsido de amina R, & prontamente  remavi-

vel logo a seguir ao processo de reduc3o, para produzic wn

composto de farmula (I) em que R, & hidrogénic.

J= significados para R,  <Xo acetilo, 9-fluorenilmetoxi-

~

carbonilo, triclerecetoxicarbonilo, Z-metilsulfoniletoxicarbonilo

e Z-trimetilsililetoxicarkbonilo. Favoravelmenta, R, & acetilo

ou ?-fluorenilmetoxicarbonilo e de greferéncia F-fluorenilmetoxi-

carbonilo.
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A reducifo selectiva dos compostos de farmula (II)  pode
zar sfectuada atraves dx utilizac#o de um  agente de redugio de
boroidreto, tal como boroidrete de sédio ou borcidreto de  litio,
de preferéncia boroidreto de sddioc, num solventes tal como metanol
ou numa mistura de solventes tal como de metanol-tetraidrofurano.
A reduc3c eficazr pode ser obtida por utilizac3o de um excesso  de
um agente de redugXo, por exemplo desde 1@ a 39 equivalentes
molares, a temperaturas reduzidas ou elevadas, por exemple entre

~-30°C e S90°C. De prefergncia, o agente de redugdo @ adiciconado a
uma solugXo de um composto de formulax (II) a uma  temperatura
reduzida, por exemplo 9°C, & a mistura de reescgido & entdo deirada
atingir a temperatura ambiente. 0O= tempos de reacc&o variam de
acordo com as condicdes da reacgio e com o composto de  farmula
{I1) escolhidon. Os tempos de reacg#o podem por exemplo variar

entre 9,1 e I horas e normalmente variam sntre 0,2 e 1 hora.

Guando R, nos compostos de farmula (1) & hidrogenio, a

em F_. hidrogeénio pode ser sfectuada

-~

=z por meio da utilizagdo de agua

conversio de R, alguilo Cl_

an

m

sob condigoes &cidas-catalizada

ou de uma mistura de Adgua = tetraidrofurano como solvente, de

preferéncia por utilizaci3o de uma mistura de solventes compreen-—
tet

dendo 10-50%4 de Agua em tetraidrofurano. tim catalizador &cido

adequado para esta reaccio & o &cido 1@-canforsulfonico ou o

)

p-toluenossul fonato de piridinio. A reacgio pode ser efectuada
uma temperatura reduzida ou elevada, por exemplo entre -26°C e

0*C & preferivelmente entre @*C = a temperatura  ambiente,

durante um periodo gus varia entre 2,1 & 5 horas e de prefer®ncia

-

entre @, 2 2 horas.

—

Cuando R, nos compostos de farmula (1) & hidrogénio, &
t

-
ecg#o  de ami

conversao de um  grupo de  pro ina R4 prontamente
removivel em K. Dldrog#gnio pods ser efectuada sob condicdes

basicas.
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For exemplo, um grupo de proteccdo amina R:’, tal como
P-fluorenilmetoxicarbonilo, pode ser removido  sab condigses
bhasicas num solvente tal como sulfdxido de dimetile metandlico.
fis bases adequadas para a desprotecgio da amina podem ser amdnia,
dialquilaminas tais como dimetilamina e dietilamina, trialquil-
aminas tais como trietilamina, aminas ciclicas e especialmente
aminas secunddrias ciclicas tais comoc morfolina, piperazina e
mais especialmente piperidina, @ bases diazabiciclicas tais como
1,3~diazabiciclcl4.2.81Incn~S—-ena (DEN) € de preferéncia 1,B-diaza-

biciclolS.4.28Jundec-7—2nc {DEU).

A desproteccdc da amina pode ser efectuada por utiliza-
cxo de 1-19 equivalentes de base, de= preferéncia de 1 a 2 eguiva-
lentes, a uma temperatura reduzida ou elevada, por exemplo entre
~39°C e S0*C e de preferéncia entre 9°C e a temperatura ambiente,
durante um pericdo de tempo que pode variar entre 1 minuto e &5

horas e de preferéncia =ntre I8 minutos = 2,5 horas.

O0s compostes intermedidrios de formula (11) podem ser
preparados a partir do produto natural anfotericina B por execu-

¢do0 das sequintes etapas por qualquer ordem apropriada:

(al activagdo do girupo carbdyi da posic3o 15, por exemplo paor
esterificacdc, para produzir um éster ou ticéster de alquilco
C
1-&6
{b) permuta selectiva do grupo hidroxilo anomérico da posicZo 13

para produzirc um grupo alquilo Cl—P Fm"31 2

(c) protecc¥o da funcdo amina da metade de agucar da posicio 19

com um grupo de protecgdoc de amina R+’ .
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0 grupe carboxilo da posigga 1& pode, por exemplo, ser
convertide num grupo metoxicarbonilo Rl' por utilizagzo de
diazometano rnum solvents etéreo a uma temperatura reduzida.

0 grupc de hidroxilo anomérico da posicdc 13 pode ser
permutado selectivamente por utilizacdo do Alcool de alguilo C1~8
na presenga de um catalizador Acido, tal como &cido ig-canforsul-
fonico ou p-tolusnosul fonato de piridinico sob condigdes anidras.
A reacgXo pode serr efsctuada num solvente inerte, tal como
tetraidrofuranc, e o dlcocl pode actuar quer total, quer parcial-

A

mente, como solvente. A reacg3o ¢ efectuada convenientemente na
presenca de um eliminador-H, 0, por exemplo de crives meoleculares
@/ou sob uma atmosfera inerte. Os grupos de protecgdec de amina
R?' podem serr introduzidos por processos correntes.  For exemplo,
um grupo de proteccdo de amina acetilo Rz' pode ser introduzido
por reacg¥o de uma Tungdo de amina primAria da metade de acgucar
com anidrido acético numa mistura de solventes de metanol-sulfd-

#ido de dimetilo a2 uma temperatura reduzida, por suemplo a 9°C.

Um grupo de proteccdo de amina ?-flurenilmetoxicarboni-—
1o R7’ pode ==r introduzido por adic#o de cloroformato de 9-Tluo-—
rernilmetilo & uma soluco da amine primarizx em metanol-dimetilfor—

mamida scb condigfes anidras, na presenca de wuma bhase tal  como

carbonato de potidszsio.

Alternstivamente, wmn grupo S-fluorenilmetoxicarbonilo

K.’ pode ser intreoduzido por adigdo de N-{(Z—Fflucrenilmetaoxricar-
boniléxidsuccinimida a uma mistura da aminza primaria em metancl-
dimstilformamida sob condizZes anidiras, na presenga de uma base
tal como piridinas.

Os compostos intermedidrios de f4rmula (1) =%o compos-—

tos movos e portanto fazem parte do invento.
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Determinados compostos  intermididrios, derivados da
anfotericina B através das estapas (a) & (c), como anteriormente
descrito, os guais s¥o eles préprios precursores dos compostos de
farmula (I1), s%o compostos novos = portanto fazem parte do

invento.

5= necess&rio, os compostos de férmula (1), nos guais

R~ & hidrogénic e/ou R, ¢ hidreogeénio, podem ser convertidos nos

- -

compostos de farmula (I), nos guais R, 2 alguilo CI—B e/ou Rz &

um grupo de protecgXo de amina, por utilizegXo das etapas (b

m

(c) anteriormente descritas para a preparag@o dos compostos

intermedidrios de formula (I1).

Os compostos de formula (1) & os seus sails farmaceutica-
mente aceitdveis s¥Xo agentes anti-fungicos, potencialmente dteis
para o combate de infecgdes flngicxs em animals, incluindo cseres
humanos. For exemplo, eles sHo potencialmente dteis para o

e
tratamento de infecgZess fungicas tdpicas no ser humano provocadas

poar, entre outros organismos,. sspécies de Candida, Trichaphvyton,
r

Microsporum ou Epideramoohyton, pu em infecgoes das muCosas

provocadas por Candida albicans (por exemplo, candidiase vaginal

e aftas). Elez podem também ssr utilizados no  tratamento de
infeccBes fungicas sistémicas provocadas por, por exemplo Candida

albicans, Cryptococous, neoformnans., fisperaillus fumigstus,

Cocridicoides, Faracoccidioides, Histoplasma ou Blastomyces <spp.

Eles podem tambgm ser Gteis para o tratamento de micetoma  esumi-

-
chtico, cromoblastomicose e ficomicose.

0 presente invento proporciona ainda um*  cOomposigfdEo
farmacdutica que compreende um composto de formula (1) ou um seu

sal Tarmaceuticamentes aceitével em conjunto com um dilusnts  ou

e
o
il

veicule farmaceuticamente acelitavel. A Ccomposicdo



preferéncia destinada a utilizagdo em seres humanos na forma de

comprimidos, c&psulas, injecgdes B Cremes.

Fara utilizac¥o em seres humanas, os compostos anti-

fungicos de férmula (IY, ou o0s seBus  sais farmaceuticamente
pitaveis, podem ser administrados iscladamente, mas normalmente
s¥%c administrados em mistura com um veiculo farmac®utico selec-
cionado face A& via de administrag3o pretendida e A& pratica
farmacdutica corrente. For sxemplo, sles podem ser administrados
pralmentes na forma de um comprimido contendo excipientes tais
como amido ou lactose. ou de uma cépsula ou svulo guer isolada-
mente, quer em mistura com sxcipientes, ou na forma de um elixir
ou suspenso contendo um agente aromatizante ou corante. Eles
podem ser injectados parentericamente, por exemplo, intravencsa,
intramuscular ou subcutanzamente. Para administrag3@o parenteéri-
ca, eles s¥o melhor utilizados na forma de uma solugdo aguosa
esterilizada que pode conter outras substincias, por wemplo,
sais ou glucose em guantidade suficiente para tornar a solug¥o

isotenic&a.

Fara administracdc oral ocu parenteérica a seres humanocs,
@spera-se gue o nivel de dosagem didria dos compastos anti-fuangi-

cos de farmula (1) varie entre 9,1 e 1 mg/kg (em doses dividi-

Ul

), guando administrados guer pela via oral, guer pela via

da
parentérica. Deste modo, os comprimidos ou capsulas dos compos-—

tos cont®m entre 5 mg 2 8,5 g do composto activo para administra-
cHo dnica, ou por duas ou mais verzes, conforme apropriado. De
gqualguer manegira, o mé&dico determinard a dosagem efectiva mais

adequada para um doente e essa variara com a idade, com © pesc €
Zom a r2acgdo do doente em causa. As  dosagens anteriores  sdo
exenplificativas do casc medic. Foderdo, evidentemente, haver

casos individuais em gue se devem administrar gamas de dosagem
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superigres ou inferiores. Estas encontram—se2 também dentro do

aZmbito deste invento.

Alternativamente, o compostos anti—fﬂngicbs de formula
(I} podem ser administrados na forma de um supositérico ou de um
pessario, ou podem ser aplicados topicamente na formx de  uma
log%o, solugHo, creme, pomada ou pd. For exemplo, podem ser
incerporados num creme gue consiste numa emulsfo  aguosa  de
polietilenos glicdis ou parafina liquida; ow podem ser incorpora-
dos, com uma concentragdo entre 1 e 10%, numa pomada constituida
por uma base de cera branca ou de parafina macia branca, conjun-—
tamente com esstabilizadorss e preservativos, conforme forem

necessarios.

Pentro da gama de doses indicada, n&o se observaram
guaisquer efeitos tdxicos prejudiciais relativamente aos compos-—
tos do invento, os guais foram administrados a doentes adequados

para o tratamento de infecgses fdngicas.

U presents invento proporciona  &inda um  composto de
formula (I) ou um seu sal farmaceuticamente aceitdvel para

utilizag®o como uma substincia terapfutica activa.

Um composto para utilizac3c como substincia terap®utica
activa tem wutilidade no tratamento de perturbacBSes em animais
incluindo seres humaneos. Come referido anteriormente, os compos-—
tos de farmula (1) = 05 seus sais farmaceuticamente aceitédveis
possuem actividade anti-flngica e <sHo potencialmente tteis para

combater infecgdes fungicas em animais, incluindo seres humanos.

Dezte modo, o presents  invento proporciona ainda  um
composto de formula (1) ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel

para utilizacdo no tratamento de infecg3es flngicas.



\‘ - 14 -
— VN e

0 pressnte invento proporcicna ainda um  metodo de
tratamento de infecgzsess flngicas sm animais, incluindo seres
humanos, o qgqual compreende a administragdo ac animal de uma
guantidade anti-fdngica eficaz de wn composto de farmula (1) ou

t

de um seu sal fTarmaceuticamente aceitivel.

)
i

0 presente invento também proporciona % utilizagdo de
um composto de formula (I) ou de um seu sel farmaceuticamente
aceitédvel para a manufactura de um medicamsnto para uwutilizagio
camo substincia terapéutica activa para o tratamento de infeccaes

fungicas em animxi=s, incluindo seres humanos.

Os seguintes Exemplos ilustram a preparag3o dos compos-

tos do invento e =&

n

szxquintes Descrigfes ilustram s preparacéo

dos novos intermediidrios.



Descricso 1

gster metilico de N-acestil-1Z3~-0O-metilanfotsricina B (D1)

(D1)

Ester metilico de N-acetilanfotericina BI (3,20 g, 9,31
mmoles) foi dissolvido em metanol seco (14 ml) e tetraidrofurano
seca (3 ml) sob uma atmosfera de azoto. Adicicnau—-se acido
lo-canforsulfénico anidro (9,87 g, ©,13 mmoles) e a solugdo foi
agitada durante ©.,%2 horas. Adicionou—se trietilamina (6,82 ml,
2,15 mmoles) = a soluzdo foi concentrada in _ vacuo. A solucdo
concentrada foi deiteda em éter dietilico seco em sadic (486 ml)
=2 o0 precipitado foi filtrado 2 lavado com £ter dietilico seco em
sodio (169 ml) para preoduzicr o compesto do titule (D1) que  foi
utilizado sem purificagio adicional.

lNiCDlaDU gt al., J. American Chem. Soc., 116, 44&&0, (1988).
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Descricdo 2

ae
—
e}
tJ
~

M- (9-Fluorenilmetoricarbonil)anfotericina

(D2)

A uma solucdo de anfotericina B (9,59 g, @,34 mmoles) €
carbonatoc de potdssio anidro (9,17 g, .2 mmoles) em dimetilsul-
favido epca (1¢ ml) e metanol seco (2 ml) sob uma atmosfera de
aroto a ®°C, adicionou-s2 cloreformato de 2—-fluprenilmetilo
e4lido (9,21 g, ©,81 mmoles). Depois de se ter agitado durante 1
hora, adicionou-se mais uma  porcdo de cloroformato de 9-fluore-
nilmetilo (0,24 g, ©,17 mmales). Apds ©,25 horas, a mistura de
reacc¥%c foi deitada em dgua destilada (Ze@ ml). O precipitado
foi recolhide por centrifugagio, foi dissolvido em metanol e foi
pvaporado in vacuo. O residuo foi dissolvido no volume minimo de
uma mistura de tetraidrofuranc e metancl (1:1) e foi deitado em
Agua destilada (2Z9€ ml, ajustado para pH 3.2 por meioc da adig#o
de Acido acéticoe glacial). 0 precipitado foi centrifugado, foi
lavado com &gua e fol seco  in _vacwo para produzir o composto do

titulo (D2 gue foi utilizado sem purificac®o adicional.



gster metilico de N-(Y-Flucrenilmetaxicarbonilianfotericina E

N-(9-Flucrenilmetaxicarbonil)anfotericina B em bruto
(D2) (8,36 g, 2,31 amoles) foi dissolvido em dimetilsulfdéxido e
metancl 1:1 (Z0 ml). Adicicnou-se uma solucHco de diazometana em
eter dietilico (25 ml), durants 4,3 horas, a 9°C = com agitagio.
0 diazometano foli produzido a partir de: DiazaldR (3,39 g, 1.8
mmoles) e Z-(Z-etoxietoxiletanocl (Z ml). A reaccdc foi agitada
durante mais 1,5 horas 2 depois foi temperada cuidadosamente com
acido acetice glacial. 0O produte foi precipitade por colocacHo
do m2smo em @ter dietilico. Foli recolhido por centrifugac¥o, foi
lavado com éter dietilice, foi dissclvido em metancl e foi

2vaparado in vacuo.

0 material em brutc fei purificado por meio de cromato-—
grafia de coluna de pressio média sobre silica—gel, eluindo-se
com misturas de acetato de etilo/metancl. O composto do  titulo
(DZ) foi obtido sob a forma de um s45lido amarelo.

5 270MHz [ THF /d . ~MeORY 7,78 (ZH,d,J 6,5 Hz), 7,70 (ZH,d.d 7.4

S 3 4
Hz)y 7,35 (2H,dd,J 7,4 e &,3 Hz), 7,28 (ZH.t, 7,4 Hz), &,63-5,93



M—IB—

(12 H, complexc), 5,29 (IH,m), . 5,32 (IH,dd,J 1&,2 e 14,8 Hz),
4,754,844 (1oH, complexo), 3,993,086 (BH, complexo), 3,74 ({(ZH,s)
2,506-1,15% (19H, complexc), 1,28 (3H,d,J &,2 Hz), 1,20 (IH,d,d &.73

Hz), 1,19 {(ZH,d.J &,3 Hz) & ¢,929 (ZH,d.J 7,2 H=) ppm.

Clar : com fase invertida : coluna 0ODS Sp 259x4,6 mm; eluente B0
de metancl - 29% de tamp3o fosfato pH 2 - 1 ml/min; comprimento

de onda de detecgHo 3I5¢ nm; Tempo de retengdo 18,3 minutos.

N-(9-Fluorenilmetoxicarbonillanfotericina B (D4)

(D4)

A uma mistura de anfotericina B (4,22 g, 4,33 mnoles)
emn dimetilformamida seca (248 ml), metancl seco (8D ml) e piridi-
na seca (4,42 ml, 5,19 mmoles) adicionou-se N-(9-fluorenilmetoxi-
carboniloxi) succinimida (2,34 g, 7,89 mmoles). A reacgdo foi
agitada durante Z heras, fol diluida com metanol (168 ml) e foi
deitada em agua destilada (7 litros) a pH 4 (Acido acéticol. 0
precipitadeo foi filtraedo, fol lavade e ssco in vacuo para  produ—
zir o composto do titulo (D4), gue fol utilizado sem purificacdo

adicional.
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Descricdoc o

metilico de M-(F-Fluocrenilmetoxicarbaonilllanfotericina B

it
in
+
]
B

o
n

@ (D5)

N-(Z-Fluocrenilmetoxicarbonil)anfotericina E (D3) em
bruto (2,11 g, 1,84 mmoles) foi dissolvida nrmuma mizstura 1:1 de
dimetilsulféxido ¢ wmetancl (27 ol). Adicicnou-se durante 3
horas, a 8°C & com agitagfo, uma solucfo de diazometano em déter
dietilico (12 ml). 0 diazometano foi produzido & partir de:
DiazaldR (1,97 g, 9,29 mmoles); hidroéoxide de potdssic (90,26 g,
18,00 mmoles); agua (1 ml) e 2-(2-stoxietduidetanol (3,3 ml). A
reacgda foli agitada durante maics @,5 horas e depois foi temperada
cuidadosamente com &cido acético glacial. O produto foi precipi-
tadao por vazamento do mesmo em éter dietilico (4 litres), foi

filtrado, lavado com éter diestilico @ fol seco in vacuo para se

obter um sAlido amarelc.

Clar: por utilizagZo de fase invertida: coluna 0ODS Sp 259 x 4,6

-

mmy eluente BAL de metancl - Z0% de tampHo fosfate pH 2 - 1

ml/min; comprimento de onda de detecg¥o 350 nm; Tempo de retencio

18,8 minuteos.



DescriciEo &

gster metilico de N-(9-Flucrenilmetoxicarbonil)-13-0-metilanfote—

ricina B (D&)

gcster metiliceo de

ricina B preparado de acordo

S (7,738 g, 6,36 x 1677 mol

metancl seco/tetraidrofuranc

lo—canforsulfdénice (1,42 g, S
e

da mistura de reacgdo para ce

mistura de reaccldc foi neut
5,02 E

5,02 x 10 7 moles), foi conc
(18 litros). O produto amars
metoxicarbonil)=-1Z3—-0O-metilant

lavado com é&ter dietilico = =

Clar: Coluna ODS Sy 256 2 4,4
tampio fosfato pH 2 - 1 ml/m
56 nmy Tempo de retencdo 12
{(matriz de tioglicerol) mass

para E64H87ND19Na = 11%&.6.

N-(9-Fluarenilmetowicarbonil)anfote—
com a Descricio I ou com a Descrigdo
2s5) suspenso  numa mistwra 4:1 de

(4000 ml) foi tratado com Aacido

Y 190

!

moles), para baixar o pH
rca de 2,5. Ho fim de 1,2 hotras, a
ralizada com trietilamina (768 pl,
entrada e deitada em éter dietilico
la, éster metilico de N-(9-Fluorenil-
ctericina B (D& feoi filtrado,

2C0 sob vacuo.

mm; eluente 78%Z de metancl - 227 de
in; comprimento de onda de detecgdo
.7 minutos. Espectroc de massa FAE

a ghservada 1196 - massa calculada



Exemplo 1

MN-acetil—-lé—descarbhdui~lb-hidroximetil-1Z3-0-metilanfotericina B

(E1)

(E1)

gster metilico de N-acetil-O-metilanfotericina B (D1)
(3,24 g, 9,24 omoles) fol dissolvido em metanol seco (& ml) e
tetraidrofurano seco (2 ml) e adicionou—se em porgdes boroidreto
de sodic salide (8,23 g, 6,19 mmoles). A solucdc foi agitada
dwrante ©,75 horas, depois foli concentrada e deitada numa soluc#o
saturada de bicarbonateo de sédic (250 ml). A solucioc aquosa foi
extraida com misturas de acotato de etilo e de metanol. As fases

argdnicas combinadas foram evaporadas in vacuo.

0 material em bruto assim obtido foi puwrificade por
1

i

meio de cromatografia de coluna de média pressdo sobre silica-g
eluindo-se com a fas2 inferior de cloroférmic, metanol e splucido
de amonia concentrada (Z:2:2). 0 composto do titule (E1)  foi

obtido sob a forma de um sélido amareslo.



\

B

SH27® MHz E(CDSEESD] 7.864 (1H,d,J 8,8 Hz), 6,604,000
(1ZH, complexo), 3,89 (iH,dd,J 7,4 e 15,5 Hz), 5,57 {(1d,dd,d £,1
2 13,% Hz), 5,01 (iH,m’, 4,8%2-4,1% (14H, complexo), 4,10-3,15
(12H, complexo), 2.99 (3H,=), 2,406-2,¢5 (4H, complexo), 1,83
(ZH,s), 1,83~1,60 {(3IH, complexo), 1,28-1,36 (1ZH, complexeo), 1,18
{(ZH,d,J 6,1 Hz), 1,18 (3H,d,J 6,9 Hz), 1,067 (EH,d,Jd 6,2 Hz) e

5,91 (3H,d.d 7.2 Hz) ppm.

Ezpectro de Massa: FAR (Matriz de Trigliceroll); massas
observadas 983 e 94653 massa calculada para C_o_ H_NOJ,_Na 2838 e
So 79 17

massa calculada para Cq@H79N017 9465,

Clar : por utilizagdo de fase invertida : Coluna 0ODS Sp
259 % 4,4 mm; eluente 75% de metanol - 254 de tamp3o fosfato pH =
- 1 ml/min; comprimento de onda de deteccg&o 350 nm; Tempo de

retencdn 4,2 minutos.



Exemplo 2

N-(5-Fluocrenilmetoricarbonili~-lbé—descarbdxi—1é6-hidroximetil—-13-0-

—mztilanfotericina B (E2)

gster metilicae de N-(9-Fluorenilmetoxicarbonil)-13-0-
-metilanfotericina B (D&Y (6,75 g, T,79 x 1@—3 moles), dissolvido
numa mistura Z:1 de metanol/tetraidrofurano (185 ml), foi tratado
com boroidreto de sadio (5,65 g, 1,56 x 187! moles) a @<C.
Depois da adicdo do borcidreto de sddic, a mistura de reaccdco foi
deixada atingir a temperatura ambiente. Ao fim de I® minutos,
adicicnou-se uma sclugXo saturada de hidrogeno-carbonate de sadic
(Z ml) A mistura de reaccio. A mistuwra foi concentrada e foi
deitada numa solugdo saturada de hidrogenc—carbonato de sddic (B
litros). O produto amarelo,N-(9-Fluorenilmetoxicartonil)-146-
descarboxi-lé-hidrokimetil-13-0- -metilanfotericina & (EZ), foi

filtrado, foi lavado com &gua = foi seco sob vAcuo.

0 material em bruto foi purificado por meic de cromato—
grafia de coluna sobre silica—gel de fase normal, eluindo-se com
misturas de diclorcmetanc e metancl para produzir o composete  do

titulo (E2).



"mu'mAyx {(disco de KBr) F415, 2925, 171e, 1519, 1445,

- o - - - - - — A -1
1375, 1326, 1186, 1845, 1603, 00, 245, 7469 =2 748 cm .

§HAGO MHz [(C_D_N:CD-OD31:1)1 7,85 (2H,d,J 7,6 Hz), 7,72 (1H,d,J
e | ..

7,9 Hz), 7,79 (iH.,d,d 7,9 Hz), 7,43 (1H,d,d 7,4 Hz), 7,41
(1H,d,7.,5 Hz), 7,38 (2H,dd,J 6,4 e 7,2 Hz), 6,60-6,26 (12H,
complexo), &,13 (iH,dd,J 14,7 e 7,6 Hz), 5,59 (1H.,m), 3,52
(1H,m), 4,93 (iH,s), 4,82 (iH,m), 4,43 (l1H,m), 4,44-4,31 (1H,m),
4,39 (2H,d,d 7,3 Hz), 4,29-4,16 (SH,m), 4,08 (ZH.m), 3,96 (1H,m),
Z,8% (1H,m), 3,78 (1H,dd,d 9,5 e 9,9 Hz), 3,59 (1H,m)}, 3,351
(1H,m), 3,48-3,4Z (i1H,m), 3,24 (3H,s), 2,652,335 (2H,m,lincluindo
itH,dd,J 16,7 @ 9,2 Hz1), 2,28 (1H,m), 2,16-1,41 (13H, complexo),
1,48 (3H,d,J 6,1 Hz), 1,35 (3ZH,d,d &,4 Hz), 1,25 (3H,d,Jd 6,5 Hz)
e 1,16 (ZH,d,d 7,1 Hz) ppm.

Ecspectra de massa FAE (matriz de sodioc Z-NOEA) massa
=l - S5Aa O3 C a = - .
observada 1148 massa calculada para 63HB7NDIBNq 11468,6

Clar: Columna 0DS Sp 252 x 4,5 mm de fase invertidas
eluente 78% de metannl -~ ZIZ% de tampdoc fosfato pH 2 - 1 ml/ming
comprimento de onda de deteccifo 356 nm; Tempo de retencdo  11,©

minutos.
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N—(9-Fluorenilmetoxicarbonili—-lé-descarbéxi—lé-hidroximetilanfo-

tericina B (E3Z)

(E3)

N—(9-Fluorenilmetoxicarbonil)-lé—-descarboxi—-1é&-hidroxi-

metil-13-0-metilanfotericina B (E2) (&,8% g. 7,37 x 19—4 moles)
( suspensa numa  mistura 2: de tetraidrofurano/dgua (B9 ml) foi
tratada com &cido 1é@~canforsulfénico (2,56 g, 2,24 1®w3 moles)
para baixar o pH da mistura de reaccde para cerca de 2,3). Ao

fim de &.,5 horas, a mistura de reaccido foi neutralizada com
" b o
2

(8o pl, S,74 x 1074

tirietilami moles), foi concentradea e
deitada em &gua (2 litros). Q0 produtc amarelo resultante foi
@xtraido por centrifugagdoc, foi lavado com agua e fol seco <ob

vACUQ.

0 material em brutoc fel purificado por meio de uma

coluna cromatogriafica sobre silica-gel de fase invertida, eluindo-
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s2 com misturas de tetraidrofurano e adgua. 0 produto purificado
(E3) foi isclado apds concentragdo in vacuo e secagem par conge—

lamento.

"nu"max (discco de FKERr) 3488, Zel4, 2932, 1705, 1637,

1516, 1451, 1379, 1188, 1079, 1012, 904, 733, 761 e 742 cm L.

£400MHz [(EEDSN:CDEDD; MIMN:MAJY], 7,84 (2H,.d.d 7,7 Hz),
7472 (iH,d,J 7,8 Hz), 7,79 (iH,d,J 7,B Hz), 7,42 (iH,d,Jd 7.4 H=z
7,409 (1H,d,J 7,5 H=z), 7,31 (1iH,d,J 7,2 Hz), « 7429 (1H,d,d 7.3
Hz), &6,67-6,17 (13ZH, complexol), 5,592 (1H,m), 5,48 (1H,dd.J 14.4 e
10,2 Hz), 4,90 (1H,s), 4,68 (i1H,m), 4,65-4,35% (ZH,m), 4,45-4,3¢
(2H,m), 4,35 (2H,d,Jd 7,27 Hz), 4,21 (1H,t,Jd 7.9 Hz), 4,18 (1iH,d,.Jd
3,9 Hz), 4,15-3,95% ({(ZH,m), 3,91 (1H,m), 3,82 (1H,m), 3Z,41-3.31
(ZH,m), 2,67 (IH,m’, 2,60-2,4%9 (i1H,m}), 2,45 (1H,dd.J 14.8 Hz e
?.7 Hz), 2,32 (1H,dd,J 16,8 e 2,6 Hz), 2,26 (IHm), 2,15-1,38
(14H, complexo?), 1,44 (ZH,d,Jd 6,3 Hz), 1,33 (ZH,d.,Jd &,4 Hz), 1,22
(ZH,d.J 6,4 Hz) e 1,15 (3ZH,d,J 7,5 Hz) ppm.

~

a

Espectro de mas=z=a FAE (matriz de ssdio Z-NOEBA)Y mascsa
observada 1134 - massa calculada para C, H__NO,_Na = 1154,5.
&2 85 18 ;

Clar: Ceoluna ODS Sp 252 x 4,6 mm de fase invertida;
sluents B80% de metanpl - 294 de tampHo fosfato pH 2 - 1 ml/ming;
comprimento de onda de detecgdo 350 nmy  Tempo de retengZo 13,7

minutos.



Exemplo 4

th-—-Descarboxi—-lbé—hidrazimetilanfotericina B (E4)

(E4)
N-(9-Fluorenilmetoxicarbonil)-lé-descarboxi-16-hidrani-
matilanfotericina B (E3) (8,35 g, 3,01 « 16—4 moles) dissolvida
numa mistura de Z,5:1 de sulféxido de dimetilo/metancl (4 ml) feoi
tratada com piridina (2B pl, 5,89 « 16_4 moles). Ac fim de 3
horas, o produto de reacsgido foi precipitado sob a forma de um
s4lido amarelc a partivc de éter dietiliceo (2 litros). 0 produto
foi recolhido por filtracdo, foi lavado com #ter dietilico e foi

secn sch vacuco.

0 material em bruto foi purificado por meio de coluna
de cromatografia sobre silica-gel de fase invertida, eluindo-se
com misturas de tetraidrofurano e agua. 0 produto purificado
(£4) foi isolado apos concentragido in vacuo @ secagem por conge-—

lamento.

"nu'max (disco KEr) I3BG, 3005, 2916, 1716, 1630, 1440,

= -,

1375, 1326, 1186, 1676, 1010, 886, 845 = 790 cm b



&H  49¢  MH=z E(CSDEN:CDTLD; 1:1)1, &.78-6,25 (13H,
complexc), S,84 (1H,m)}, 3,51 {iH,dd,J 14,6 e 10,2 Hzi, S,02

(1H,s), 4,77 (1H,m), 4,79-4,61 (2H,m), 4,56-4,33 (2H,m), 4,41
(iH,d,d 2,7 Hz), 4,15 (iH,dd,J 11,1 e 3,8 Hz), 4,08 (1H,dd,J 11,1
e 3,4 Hz), 3,96 (1H,m), 3,87 (1H,m), 3,79 (1H,dd.,J 9.6 e 9,6 Hz),
3,59 (1H,m), 3,49-3,33 (3H,m), 2,75 (IH,m), 2,63-2,5% (1H,m),
2,49 (1H,dd,J 16,8 e 9,7 Hz), 2,35 (iH,dd,Jd 16,8 e 2,5 Hz), 2,32
(1H,m), 2,20-1,38 (14H, complexo), 1,46 (3H,d,J 6,1 Hz), 1,36
(ZH,d,J &,4 Hz), 1,25 (3H,d,J &,4 Hz) e 1,17 (3H,d,J 7,1 Hz) ppm.

Espectro de massa (AR (matriz de sodio I-NOBA) massa

ser: I2 - massxa Ca lada para 2 = 932.9.
observada G2 massa calculada para 847H75N016Nd 9I2.92

Clar: Colura DDS Sp 258 « 4,6 mm de fase invertidag
eluente 80% de metanol - 20% de tamp¥o fosfato pH 3 - 1 ml/ming
comprimento de onda de detecg#o 359 nm3 Tempo de retengdo 9.6
minutos.

UV-vis (CH_OH) “lémbeda"max 408 (EichA 1461y, B4

(1310), T&4 (7246 e Z45 nm (3770 .
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16-Desrarboti-146-hidroximetil-13-0-metilanfotericina (ES)

(ES)

0 composto do Exemplo 2 (14 mg, @,1% mmoles) dissolvido
numa mistura 3,5:1 de sulféxido de dimetilo/metanol (3 ml)  foi
tratado com piridina (25 pl, ©,2% mmoles). Ao fim de 1,25 horas,
a mistura de reacc¥o foi deitade em éter dietilico (9,4 1) & 0O
sélido precipitado foi filtrado e lavadeo com e#ter dietilico. (]
material em brutoc Tfoi purificado por meio de cromatografia
"flash" sobre silica-gel, eluindo-se com & fase inferior das
misturas cloroférmioc:metanol:9,882 de amdénia para produzir o

composto do titulo sob a forma de um solido amarelo.

5H 469 MHz (dy-metanol/dg-piridinad: 6,&0-6,25 (124,
sériss de m), 6,19 (iH, dd, J 14,7 & 7,5 Hz), 5,57 (iH, dd, J
14,4 e 9,6 Hz), 5,49 (iH, m), 4,85 (1H, s}, 4,80 (1H, m), 4,44
(1H, m), 4,30 (1H, dt, J 19,6 e 4,7 Hz), 4,20-4,12 (IH, m), 4,12

» dt,
(1H, d, J 2,9 Hz), 4,63 (iH, dd, J11,0 e 3,3 Hz), 3,5 (1H, m),

i



H, m), %,52-3,35 (44, m), 3,27 (3H, s), 2,81 (IH, dd, J
. ; Hz), , 5 (SH, m, incluindoc em 2,4% (iH, dd., J
65,7 8 9,1 HzY), 2,17 (1H, m), 2,0&£-1,87 (4H, m}, 1,85-1,32 (9H,
séries de m), 1.42 (ZH, 4, J 5,6 Hz), 1,33 (IH, d, J 6,4 Hz),
1,23 (ZH, d, J 6,4 Hz), 1,14 (ZH, d, J 7,1 Hz} ppm.

Ecpectro de massa: FAER (3-NOBA/matriz de sadiocd m

o
n
n
il

+
ohs a 4 - MAas calcu a ~a C ——— = e
ohservada 24646 massa calculada pad L48H//N016Na F46,5
Clar: Coluna 0ODS Sp 238 x 4,6 mm de fase invertidas
eluente 767 de metanol — Z4% de tampdc fosfato pH 32 - 1 ml/ming
comprimento de onda de detecg3o IS¢ nm; Tempo de retencio B,6

minutos.

Dados de CIM

A ConcentracZo Inibidora Minima (CIM) foi determinada
por diluic¥o do composto de ensaic num meio de caldo num tabulei-
ro de microtitulac®e. Os organismos, gque j4 se tinham  desenvol-

vido previamente num meio de caldo, foram diluidos 2 adicionados

1]

recipientes para == obter um indculec final de aproximadamsnte
=
-t

137 unidades formadoras de coldnias por recipiente. 0Os  tabulei-
ros foram incubadeos a 3I7°C e a turvacio de cada recipiente  foi
)

regicstada pericdicamente. & CIM foi obtida como a concentrac&o

mais baixa (em pg/ml) que evitou um crescimento significativo.
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Resul tados

ConcentracZo Inibideora Minima (pg/ml)

(determinada ao fim de 2 2 3 dias de incubagio
f 1 i !
| ORG&MISMO [ DIA | EXEMFLO 4 |
i i | ]
{ Y i I 1
| } | L | CDS |
! Candida albicans ( 2 | 1 ] 1 ]
| 73/@79 J 3 | 2 | 1|
L ] ] ] ]
| ! 1 { 1
| Candida { 2 | =] | 1 [
| Pparapsilose } = | 8 | 2
l } | l l
| 1 1 1 }

¥ Indculo 167 células/ml.
CNl_: Caldo & base de Nitrogénio de Levedura.

ChS: Caldo de Dextrose de Sabouraud.



REIVINDICAZOES:

1& - Processo para a preparagde de um composto de

formula (1), ou de um seu sal farmaceuticamente aceitavel:

OR‘ | (I)

na qual Rl e —-CH, OH; RZ & hidrogeénio cu  alquilco 61_8; R, e
hidrogénic ou um grupe de proteccdc de amina; e cada R4 e hidro—
génio, caracterizado por compreendsr a redugdo selectiva de  um

composto de féarmula (II1):

Me

Re
, NA
OR, " |
Ry (II)
na gual Ry’ & um derivado de &cido carbowxilico activado; RL° &
alguilao CI-B; s’ & um grupo de protecg3o de amina; e cada R4’ &

hidrogénio; 2 subsequentemente, facultativamante ou se necessdric



L~
|

ol
|

2 por gualguer ordem apropriada, a convers¥o de R, em R,, a

-

conversio de R.’ em R,, a interconvers3o de R,, a intercanversio

de R, & a formagdo de um sal farmaceuticamente aceitével.

22 - Proceszo de acorde com a reivindicag3o 1, caracte-
rizado par Rl’ ser um  éster ou  ticédster de alguilo, arilo ou
hetercarilo, um haleto de 4cide, um anidrido de Acido ou  uma
amida.

& - Frocesso de acordo com a reivindicac¥o 1, caracte—

rizado por a reducZo selectiva ser efectuada por utilizagdo de um

agente de reducioc de boro-hidretco.

42 - Processo de acordo com a reivindicacHo 2, caracte-
rizado por o agente de reduc#c de boro-hidretc ser boro-hidreto

de ssdiao.

28 - Frocesso de acordo com qualquer uma das  reivindi-
cagdes precedentes, caracterirado paor se preparar um composto de
formula (1), ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel, em que R,
. 2

hidrogénio ou metilo.

42 - Frocesso de acordo com qualquer uma das reivindi-
cagdes precedentes, caracterizado por se preparar um composto de

farmula (1), ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel, em gue R.

& hidrogénio, acetilo ou 9-fluorenilmetoricarbonilo.

72 - Frocesso de acordo com gualquer uma das reivindi-
Cagoes precedentes, caracterizado por se preparar um composto de
Tarmula (I, ou um seuw sal farmaceuticamente aceitavel, em que R,
& hidrogénio ou metilo e F~ & hidrogénico, acetilo ou 9-fluorenil-

metoxicarbonilo.



-

2a — Frocesso de acordo com a reivindicagdo 1, caracte-

rizado por sg prepararem :

pM-acetil-i&-descarbori-i1b6-hidroximetil-13-0-metilanfotericina Ej

N-{F~fluorenilmetoxicarbonil)-1é6-descarbori-1&-hidroximetil-13-0-

-metilanfotericina Bj

N-(F-fluorenilmetoxicarbonil)-1é-descarbori-1é—hidroximetilmetil-

anfotericina Bj;

l6~descarboxi-ib-hidroximetilmetilanfotericina By ou

l4—descarboxi—-lé-hidroximetil-13-0-metilanfotericina Bj;

ga - Frocessc para a preparacd3oc de uma composic3c
farmac®utica, atil para o tratamento de infecgdes fungicas,
caracterizado por compreender a mistura de uma dose unitaria de

um composto de formula (1), ou d um seu sal  farmaceuticamente

U

aQ

aceitavel, de acardo com a reivindicagdo 1, com um diluente ou

vaiculo farmaceuticamenikte aceitavel.

Listoa, 11 de Dezembiro de 15EB9
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j. PEREIRA DA CRUZ

Agentz Oficial da Proprizdade Industrial

saUA VIiCTOR CORCBN, 10-A, 1°
1200 LISBOA
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