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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para " COMPOSTO
DERIVADO DE NISTATINA, SUA COMPOSIGCAO E SEUS USOS ".

A presente invengao refere-se a novos derivados de nistatina e a
processos para o preparo dos mesmos. A invengao refere-se, particularmen-

5 te, ao uso dos novos derivados de nistatina em medicina, especialmente
como agentes antifungicos.

A nistatina € um complexo que ocorre naturalmente de subs-
tancias antifungicas produzidas por determinadas cepas da bactéria gram-
positiva Streptomyces noursei. O principal componente da nistatina é nista-

10 tina A4, a qual € um macrolideo de polieno tendo a estrutura mostrada

abaixo:

OH

NH,

HO

A nistatina € um agente ativo presente em uma série de prepa-
rados patenteados (por exemplo, Infestat, Nyspes, Nystamont, Nystan,
Mycostatin e Nilstat) para uso no tratamento de candidiase da pele e mem-

15 branas mucosas. Ela é usualmente administrada oral ou topicamente, mes-
mo embora ela seja apenas pobremente absorvida pelo trato gastrointestinal
ou através da pele e membranas. Isso é porque ela é téxica quando forneci-
da parenteralmente.

A nistatina é parte de uma familia de antibiéticos de macrolideo

20 de polieno. Outros membros da familia incluem pimaricina, rimocidina, can-
dicidina, aureofacina, levorina e anfotericina. A anfotericina € o agente anti-
fungico mais comumente usado, uma vez que ela é considerada geralmente
como sendo a mais eficaz. Ela tem amplo espectro de atividade antifungica
mas, assim como a nistatina, tem a principal desvantagem de toxicidade,

25 que limita as vias de administragao e doses que podem ser usadas.
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Esforgcos de pesquisa sobre antibidticos de policetideo de macro-
lideo tém, portanto, se focalizado sobre a anfotericina e, em particular, sobre
a identificagdo de novos analogos de anfotericina com menor toxicidade.
Duas abordagens distintas tém sido geralmente adotadas. Em uma primeira
abordagem, os pesquisadores tém usado modificagdes quimicas para tentar
reduzir a toxicidade e/ou aprimorar a atividade antifungica da anfotericina.
Uma vez que a sintese total da anfotericina ndo é economicamente viavel,
contudo, o material de iniciagao é usualmente anfotericina B obtida de cultu-
ras de Streptomyces nodosus. Como um resultado, modificagdes quimicas
tém se concentrado sobre a derivatizagcao dos grupos funcionais presentes
sobre o0 anel de anfotericina B.

Muito mais recentemente, os pesquisadores tém adotado uma
abordagem diferente que objetiva a via biossintética da anfotericina, a qual é
compreendida de uma linha de montagem de diferentes enzimas. A cadeia
de carbono da anfotericina € montada a partir de unidades de acetato e pro-
pionato através de sintases de policetideo modulares (tipo 1) e o macrolideo
resultante é subsequentemente modificado por outras enzimas as quais
causam oxidagao, glicosilagao e hidroxilagao. Os genes que codificam as
enzimas envolvidas nessa biossintese foram identificados e, assim, os pes-
quisadores foram capazes de introduzir alteragées na via de biossintética,
por exemplo, através de remogao, adigao ou modificagao de um gene e,
desse modo, removendo, adicionando ou modificando uma enzima envolvida
na sintese. O resultado liquido é moléculas de anfotericina modificadas.

Um grande numero de moléculas de anfotericina modificadas,
portanto, foi feito e testado, especialmente derivados quimicamente modifi-
cados. A despeito desses esforgos contudo, poucos candidatos a farmaco
promissores foram identificados tendo um equilibrio apropriado de proprie-
dades farmacoldgicas, isto é, alta atividade antifungica, baixa toxicidade e
solubilidade em agua. Consequentemente, ainda permanece uma necessi-
dade por novos antibiéticos para tratar doengas infecciosas e, em particular,
infecgdes fungicas sistémicas agudas, as quais estdo aumentando de inci-

déncia. Esse requisito vem se tornando progressivamente urgente a medida



10

15

20

25

30

que resisténcia aos agentes antifungicos existentes se desenvolve.

Comparado com a anfotericina, muito pouca pesquisa tem sido
realizada sobre a modificagao de nistatina presumivelmente porque ela tem
menor atividade do que a anfotericina, ainda que sofra das mesmas desvan-
tagens de toxicidade de insolubilidade em agua. Como um resultado, ela nao
tem sido considerada uma molécula inicial atraente para tal trabalho.

Em um estudo recente (Organic Letters, 2006, 8 (9), 1807-1809),
dois derivados de nistatina foram preparados através de alquilagao redutiva
do grupo amina de micosamina. Descobriu-se que os derivados resultantes
tém maior atividade antifungica do que a nistatina, mas eram menos ativos
do que derivados de anfotericina B preparados da mesma forma. A modifi-
cagao de anfotericina B, portanto, foi considerada mais promissora e a toxi-
cidade desses derivados testados foi mostrada como sendo consideravel-
mente menor comparado com a molécula precursora.

No WO01/59126, a clonagem e sequenciamento do agrupamen-
to génico que codifica a sintase de policetideo e outras enzimas responsa-
veis pela sintese de nistatina sao descritos. O WO01/59126 também sugere
uma pletora de manipulagdes potenciais que poderiam, em tese, ser realiza-
das sobre o agrupamento génico para proporcionar estruturas de nistatina
modificadas. Essas incluem modificagdes para remover ou adicionar liga-
¢bes duplas a partir do fragmento de polieno da nistatina, modificagées para
remover ou reposicionar o grupo C16 carboxila, modificagdes para adicionar
outros grupos hidroxila e modificagdes para truncar o anel de macrolactona.

Sera imediatamente evidente a partir do precedente que um
grande numero (aproximadamente 10'") de diferentes estruturas de nistatina
modificadas poderia ser preparado realizando uma ou mais das modifica-
¢Oes sugeridas no WO01/59126. A possibilidade de, entao, modificagao adi-
cional de qualquer um dos compostos produzidos através de manipulagao
genética com outras modificagdes quimicas significa quintilhdes de compos-
tos que sao teoricamente possiveis. Uma vez que pouco trabalho foi realiza-
do sobre a nistatina, contudo, nenhum dado esta disponivel para sugerir qual

desses vastos numeros de compostos poderia exibir menor toxicidade com-
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almente usados).

Contudo, agora foi verificado, surpreendentemente, que deter-
minados derivados de nistatina tém toxicidade significativamente menor o
que a anfotericina e, vantajosamente, também foi verificado que os mesmos
derivados exibem atividade antifingica util. Diferente da grande maioria dos
compostos de anfotericina modificados que tém sido preparados, os deriva-
dos de nistatina agora foram identificados como derivados de "segunda ge-
ragao". Em outras palavras, esses compostos sao derivados de um derivado
de nistatina e, assim, compreendem duas ou mais modificagdes com relagao
a estrutura da nistatina A;.

Assim, encarada a partir de um primeiro aspecto, a invengao
proporciona um composto o qual € um derivado de nistatina tendo uma liga-
¢ao dupla adicional presente entre C28 e C29 e o qual é ainda modificado
com relagao a nistatina em uma ou mais das posi¢oes C5, C9, C10, C16 ou
no grupo amino da micosamina ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo.

Encarada a partir de outro aspecto, a invengao proporciona um
composto o qual é um derivado de nistatina tendo uma ligagao dupla adicio-
nal presente entre C28 e C29 e o qual é ainda modificado com relagao a nis-
tatina em uma ou mais das posi¢oes C5, C7, C9, C10, C11, C16 ou no grupo
amino da micosamina ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

Compostos preferidos da invengado sao compostos de férmula |,

(1)

em que:
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R' e R? representam, cada um independentemente, um atomo
de hidrogénio, um grupo hidroxila, um grupo alcéxi, um grupo aciléxi ou um
grupo alquila ou juntos formam um grupo carbonila (por exemplo, R' e R?
representam, cada um independentemente, um atomo de hidrogénio ou um
grupo hidroxila ou juntos formam um grupo carbonila;

R® e R* representam, cada um independentemente, um atomo
de hidrogénio, um grupo hidroxila, um grupo alcéxi, um grupo aciléxi ou um
grupo alquila ou juntos formam um grupo carbonila (por exemplo, R® e R*
representam, cada um independentemente, um atomo de hidrogénio ou um
grupo hidroxila ou juntos formam um grupo carbonila;

R® e R® representam, cada um independentemente, um atomo
de hidrogénio, um grupo hidroxila, um grupo alcéxi, um grupo aciléxi ou um
grupo alquila (por exemplo, um atomo de hidrogénio ou um grupo hidroxila);

R’ representa um atomo de hidrogénio, COOH, um grupo alqui-
la, um grupo alcoxi, um grupo éster de acido carboxilico ou um grupo amida
(por exemplo, COOH, um grupo alquila, um grupo éster de acido carboxilico
Oou um grupo amida);

R® e R® representam, cada um independentemente, um atomo
de hidrogénio, um grupo alquilamino, um grupo agucar ou um grupo acila;

ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, contanto que
0 composto nao seja o composto (I1)

OH

OH

(I

ou 0 composto micoheptina (representado abaixo)



OH

NH,
OH

Um outro composto preferido da invengdo, também sujeito as
excegoes acima, é de formula (1), mas em que o grupo -OH no carbono 7
e/ou no carbono 11 é convertido, por exemplo, a um grupo oxo. Esse é de
férmula (1), isto é:

OH

NR8R?
OH

("
onde todos os substituintes sdo conforme definidos para a férmula (1) e R",
R?, R® e R* sdo0, cada um independentemente, conforme definidos para R'-

R* respectivamente, e com a excegdo adicional de que o composto de for-
mula (I') ndo seja candidina (representado abaixo)

OH

OH

NH,

OH
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Encarada a partir de um outro aspecto, a invengao proporciona
um processo para fabricagdo de compostos conforme aqui antes descrito
compreendendo:

(i) modificagdo de um agrupamento génico que codifica o siste-
ma de sintase de policetideo responsavel pela sintese de nistatina para pro-
duzir um derivado de nistatina tendo uma ligagao dupla entre C28 e C29; e

(i) modificagao adicional do referido agrupamento génico para
produzir um derivado de nistatina o qual é ainda modificado em uma ou mais
das posigées C5, C9, C10, C16 ou no grupo amino da micosamina, ou

(iii) modificagao do derivado resultante em uma ou mais das po-
sigdes C5, C9, C10, C16 ou no grupo amino da micosamina através de uma
reagao quimica.

Encarada a partir de um outro aspecto, a invengao proporciona
um processo para fabricagao de compostos conforme aqui antes descrito
compreendendo:

(i) modificagao de um agrupamento génico que codifica o siste-
ma de sintase de policetideo responsavel pela sintese de nistatina para pro-
duzir um derivado de nistatina tendo uma ligagao dupla entre C28 e C29; e

(i) modificagdo adicional do referido agrupamento génico para
produzir um derivado de nistatina o qual é ainda modificado em uma ou mais
das posigdes C5, C7, C9, C10, C11, C16 ou no grupo amino da micosamina,
ou

(iii) modificagao do derivado resultante em uma ou mais das po-
si¢cdes C5, C7, C9, C10, C11, C16 ou no grupo amino da micosamina atra-
vés de uma reagao quimica.

Encarada a partir de um outro aspecto, a invengao proporciona
uma composi¢gao compreendendo um composto conforme aqui antes descri-
to e um veiculo, diluente ou excipiente. Composi¢cdes preferidas sao compo-
sicoes farmacéuticas.

Encarada a partir de ainda um outro aspecto, a invengao propor-
ciona um composto conforme aqui antes descrito para uso em terapia.

Uso de um composto conforme aqui antes descrito para a fabri-
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cagao de uma composig¢ao para o tratamento de uma infecgao fungica forma
um outro aspecto da invengao.

Um método de tratamento de uma infecgéo fungica em um ani-
mal (por exemplo, um ser humano) compreendendo administragao, ao refe-
rido animal, de um composto conforme aqui antes descrito forma ainda um
outro aspecto.

Conforme usado aqui, o termo "derivado de nistatina" destina-se
a abranger compostos que tém uma estrutura idéntica a nistatina A;, outra
que nao as modificagdes especificadas. Assim, derivados preferidos tém o
mesmo anel de macrolactona que a nistatina, com a exce¢ao da liga¢ao du-
pla adicional em C28-C29 e tém os mesmos grupos funcionais que a nistati-
na, com a exce¢ao de uma modificagdo em uma ou mais das posigdes C5,
C7, C9, C10, C11, C16 ou no grupo amino da micosamina. Derivados prefe-

ridos, portanto, compreendem 0 esqueleto de anel de macrolactona mostra-

do abaixo:

ou
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Sera apreciado que, nessas formulas, podem haver modifica-
¢bes em C5, C9, C10, C16 e sobre o N da micosamina. O que é mostrado,
portanto, sdo apenas 0s atomos 0s quais devem estar presentes. Essas figu-
ras mostram o esqueleto quimico o qual pode estar presente.

Conforme usado aqui, o termo "sistema de sintase de policeti-
deo" denota a colegao de enzimas que sao responsaveis pela sintese de
policetideo e modificagdes. Isso inclui sintases, mono-oxigenases, glicosil
transferase e aminotransferase de policetideo.

O termo "grupo alquila" é usado aqui para representar um grupo
hidrocarboneto ciclico ou aciclico, de cadeia reta ou ramificada, saturado.
Tais grupos podem conter até 20 atomos de carbono, mas grupos contendo
1 a 12 atomos de carbono, mais preferivelmente 1 a 6 atomos de carbono
sao preferidos.

Grupos alquila podem ser nao-substituidos ou substituidos.
Substituintes os quais podem estar presentes em grupos alquila substituidos
incluem hidroxi, alcéxi, aciloxi e amino.

Grupos alquila podem também ser interrompidos por um ou mais
grupos, por exemplo, -arila- (tal como Ph), -O-, -NR'?- ou -S-, em que R'
representa um atomo de hidrogénio ou um grupo Cy. alquila.

O termo "alcdxi" é usado aqui para representar um grupo - OR™,
em que R'™ é um grupo alquila conforme aqui antes definido. Em grupos al-
coxi preferidos R'® contém 1 a 6 &tomos de carbono, mais preferivelmente 1
a 4 atomos de carbono. Um grupo alcéxi preferido é —OC'®, por exemplo, -
OCHs.

O termos "aciloxi" € usado aqui para representar um grupo
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-OCOR™, em que R™ é um grupo alquila conforme definido aqui antes. Em
grupos acildxi preferidos, R'* contém 1 a 6 atomos de carbono, mais preferi-
velmente 1 a 4 atomos de carbono. Um grupo acildxi preferido ¢ -OCOC .,
por exemplo, -OCOCH;. v

O termo "grupo éster de acido carboxilico" é usado aqui para
representar um grupo -COOR'®, em que R' é um grupo alquila conforme
definido aqui antes. Em grupos éster de acido carboxilico preferidos, R'®
contém 1 a 6 atomos de carbono, mais preferivelmente 1 a 4 atomos de car-
bono. Um grupo éster de acido carboxilico preferido é -COOC;.s, por exem-
plo, -COOCHj.

O termo "grupo amida" é usado aqui para representar um grupo

R10
/“\N/

R™ I

de formula lll:

em que R'® e R" representam, cada um independentemente, um atomo de
hidrogénio ou um grupo alquila opcionalmente substituido, conforme definido
aqui antes, ou juntos formam um anel de alquila, conforme aqui antes defini-
do.

O termo "grupo alquilamino" é usado aqui para representar um
grupo -(CH2),NR'®R", em que x é 1 a 10, de preferéncia 2 a 6 (por exemplo,
3) e R'® e R representam, cada um independentemente, um atomo de hi-
drogénio ou um grupo C4. alquila.

O termo "agucar" é usado aqui para representar sacarideos, es-
pecialmente oligo- e monossacarideos. O agulcar presente nos compostos
da inveng¢ao pode compreender qualquer nimero de unidades de sacarideo,
mas compostos preferidos compreendem 1 a 10 unidades de sacarideo, por
exemplo, 1 ou 2 unidades de sacarideo.

O termo "acila" é usado aqui para representar um grupo -COR',
em que R'® é um grupo alquila conforme aqui antes definido. Em grupos aci-

la preferidos, R'® é um grupo alquila substituido, por exemplo, um grupo al-
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quila substituido por amino. Grupos acila particularmente preferidos sao gru-
pos amino acila.

Conforme aqui antes descrito, os compostos da presente inven-
¢ao sao derivados de nistatina tendo uma ligagao dupla adicional presente
entre C28 e C29 e os quais sao ainda modificados, com relagdo a nistatina,
em uma ou mais das posig¢des C5, C7, C9, C10, C11, C16 ou no grupo ami-
no da micosamina.

Compostos preferidos da presente invengao sao modificados em
C5 com relagao a nistatina. Na nistatina, C5 é substituido por um grupo hi-
droxila e um atomo de hidrogénio e € um estereocentro R. Assim, em com-
postos preferidos da invengao, C5 é substituido por outros grupos que nao
um grupo hidroxila e um atomo de hidrogénio e/ou C5 é um estereocentro S.
Em compostos preferidos, diferentes grupos estao presentes em C5, por
exemplo, C5 pode ser substituido por dois grupos hidroxila ou por dois ato-
mos de hidrogénio. Em compostos particularmente preferidos, C5 é substitu-
ido por um grupo carbonila.

Outros compostos preferidos da invengao sdao modificados em
C16 com relagao a nistatina. Na nistatina, C16 é substituido por um &acido
carboxilico € um atomo de hidrogénio e & um estereocentro R. Consequen-
temente, em compostos preferidos da invengao, C16 é substituido por outros
grupos que nao um grupo acido carboxilico e um atomo de hidrogénio e/ou
C16 é um estereocentro S. Em compostos preferidos, diferentes grupos estao
presentes, por exemplo, um grupo alquila (por exemplo, metila) e um atomo de
hidrogénio ou um grupo amida e um atomo de hidrogénio. Em compostos par-
ticularmente preferidos, C16 é substituido por um grupo metila e um atomo
de hidrogénio. Em compostos preferidos, R16 é um esterocentro R.

Outros compostos preferidos da invengdao sao modificados em
C9 com relagao a nistatina. Na nistatina, C9 é substituido por dois atomos de

hidrogénio. Consequentemente, em compostos preferidos da invengao, C9 é

substituido por outros grupos que nao dois atomos de hidrogénio. Em com-
postos preferidos, diferentes grupos estao presentes, por exemplo, um grupo

hidroxila e um atomo de hidrogénio ou um grupo carbonila.
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Outros compostos preferidos da invengao podem ser modifica-
dos em C7 com relagao a nistatina. Na nistatina, C7 é substituido por hidro-
xila. Consequentemente, em alguns compostos da invengao, C7 é substitui-
do por outros grupos que nao hidroxila. Em compostos preferidos, um grupo
carbonila esta presente. Onde uma carbonila esta presente, sera também
necessario uma outra modificagdo do composto em C5, C7, C9, C10, C11,
C16 ou no N da micosamina com relagao a nistatina estando presente para
excluir o composto candidina representado acima.

Outros compostos preferidos da invengao podem ser modifica-
dos em C11 com relagao a nistatina. Na nistatina, C11 é substituido por hi-
droxila. Consequentemente, em algumas modalidades da invengao, C11 é
substituido por outros grupos que nao hidroxila. Em compostos preferidos,
um grupo carbonila esta presente.

Ainda outros compostos preferidos da invengao sao modificados
em C10 com relagao a nistatina. Na nistatina, C10 é substituido por um gru-
po hidroxila e um atomo de hidrogénio e é um estereocentro R. Consequen-
temente, em compostos preferidos da invengao, C10 é substituido por outros
grupos que nao um grupo hidroxila e um atomo de hidrogénio e/ou C10 € um
estereocentro S. Em compostos preferidos, diferentes grupos estao presen-
tes, por exemplo, dois atomos de hidrogénio ou um grupo carbonila. Em
compostos particularmente preferidos. C10 é substituido por dois atomos de
hidrogénio.

Ainda outros compostos preferidos da invengdo sao modificados
no grupo amino da micosamina com relagao a nistatina. Na nistatina, o gru-
po amino da micosamina é nao-substituido, isto é, ele é -NH,. Consequen-
temente, em compostos preferidos da inven¢gao, o grupo amino da micosa-
mina é substituido, por exemplo, por um ou mais grupos alquilamino ou agu-
car.

Onde compostos da invengao tém uma carbonila em C5 ou C7,
é especialmente preferido se outras modificagdes do composto em C5, C7,
C9, C10, C11, C16 ou no N da micosamina com relagao a nistatina também

estao presentes. Por exemplo, a amina da micosamina poderia ser funciona-
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lizada para trazer pelo menos um substituinte R®/R® o qual é outro que nao
hidrogénio.

Embora os compostos da invengao possam conter apenas uma
alteragao com relagao a materiais conhecidos, tal como S44HP, idealmente,
em qualquer composto da invengdo, ele compreendera duas alteragées em
Cs5, C7, C9, C10, C11, C16 ou no N da micosamina com relagdo a nistatina.
Compostos preferidos podem compreender trés alteragdoes em C5, C7, C9,
C10, C11, C16 ou do N da micosamina com relagao a nistatina. Compostos
preferidos podem compreender alteragdes em C5, C7, C9, C10, C11, C16
ou do N da micosamina com relagao ao S44HP. Outros compostos preferi-
dos compreenderao pelo menos duas alteragées em C5, C7, C9, C10, C11,
C16 ou no N da micosamina com relagao a micoheptina. Outros compostos
preferidos compreenderao pelo menos duas alteragdes em C5, C7, C9, C10,
C11, C16 ou no N da micosamina com relagao a nistatina, S44HP, micro-
heptina e candidina.

Compostos particularmente preferidos da invengao sao aqueles
de férmula (1) ou (I') conforme apresentado acima.

Em compostos preferidos de formula (1), R' representa um ato-
mo de hidrogénio, um grupo hidroxila, um grupo alcéxi, um grupo aciléxi ou
um grupo alquila. Ainda mais preferivelmente, R' representa um atomo de
hidrogénio, um grupo hidroxila ou um grupo alcoxi (por exemplo, um grupo
-OC1.6), especialmente um atomo de hidrogénio ou um grupo hidroxila (por
exemplo, um grupo hidroxila). Em compostos preferidos, R é um atomo de
hidrogénio. Em compostos preferidos alternativos, R' e R? juntos formam um
grupo carbonila. Quando C5 é um estereocentro, ele é, de preferéncia, um
centro R.

Compostos preferidos de formula (I) sdao também aqueles em
que R® representa um atomo de hidrogénio, um grupo hidroxila, um grupo
alcéxi, um grupo aciléxi ou um grupo alquila. Ainda mais preferivelmente, R®
representa um atomo de hidrogénio, um grupo hidroxila ou um grupo alcéxi
(por exemplo, um grupo -OC,.¢), especialmente um atomo de hidrogénio ou

um grupo hidroxila (por exemplo, um atomo de hidrogénio). Em compostos
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preferidos, R* € um atomo de hidrogénio. Em compostos alternativos preferi-
dos, R® e R* juntos formam um grupo carbonila. Quando C9 é um estereo-
centro, ele é, de preferéncia, um centro R.

Outros compostos preferidos de formula (I) sdo aqueles em que
R® representa um atomo de hidrogénio, um grupo hidroxila, um grupo alcéxi,
um grupo aciléxi ou um grupo alquila. Ainda mais preferivelmente, R°® repre-
senta um atomo de hidrogénio, um grupo hidroxila ou um grupo alcéxi (por
exemplo, um grupo -OC,.¢), especialmente um atomo de hidrogénio ou um
grupo hidroxila (por exemplo, um grupo hidroxila). Em compostos preferidos
R® é um atomo de hidrogénio. Quando C10 é um estereocentro, ele é, de
preferéncia, um centro R.

Ainda outros compostos preferidos de formula (1) sao aqueles
em que R’ representa COOH, um grupo alquila, um grupo éster de &cido
carboxilico ou um grupo amida. Um grupo éster de acido carboxilico preferi-
do é -COOC.¢, mais preferivelmente -COOC,.4, por exemplo, -COOCHj3.

Compostos particularmente preferidos de férmula (1) sdo aqueles
em que R’ é um grupo alquila ou um grupo amida. Grupos alquila preferidos
sdo Ci.¢ alquila, por exemplo, metila, etila, propila ou butila, especialmente
metila.

Amidas preferidas sao aquelas de férmula Il conforme aqui antes
definido. Amidas particularmente preferidas sdo aquelas em que R' e R
representam, cada um independentemente, um atomo de hidrogénio ou um
grupo Ci.1o alquila ramificado ou Cy.1o alquila nao-ramificado opcionalmente
substituido por grupos hidroxila, éster de acido carboxilico ou amino e opcio-
nalmente interrompidos por atomos de nitrogénio ou oxigénio ou R'® e R
juntos formam um grupo Ci.s alquila ciclico opcionalmente substituido por
grupos hidréxi, aciléxi ou amino e opcionalmente interrompidos por atomos
de oxigénio ou nitrogénio.

Em algumas amidas preferidas, R'® é hidrogénio. Em outras a-
midas preferidas, R'' é um grupo de formula IV:

-(CHR'®),Z (IV)
em que:
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R'® é hidrogénio ou um grupo alquila contendo até 6 atomos de
carbono (por exemplo, metila ou CH(CHy),);

y € 1 a 6, de preferéncia 2-4, por exemplo, 3; e

Z é OH, NR'”R% ou COOR?' em que R'®, R' e R?*' s3o, cada
um independentemente, hidrogénio ou uma Ci.¢ alquila (por exemplo, meti-
la).

Em amidas especialmente preferidas, R'® é hidrogénio.

Em outras amidas preferidas, R'® e R'! juntos formam um grupo

alquila ciclico, de preferéncia um grupo alquila ciclico de formula V:
(CHy),
7N
\ (CHz)/ Vv

em que a, b e c representam, cada um independentemente, 1 a 6, de prefe-
réncia 2-4, por exemplo, 2; e

N——(CHa).

Z é conforme aqui antes definido em relagao a formula IV.
Exemplos representativos de grupos amida particularmente pre-
feridos de formula |l sdo aqueles mostrados abaixo:

o o
dm dm I

CH,0H

’//JL\\ ///\\\COOEt ///u\\ //J\\\COOMe ’//JL\\ ///L\\COOMe

COOMe

/\k/\/\/ /u\/\/\ /u\
)kw\
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OY
(o) —\ OH HN
N N_/— HO ogH
__/ °

11 OH

12

Grupos amida 4, 6, 7, 8 e 10 sao especialmente preferidos, es-
pecialmente 0s grupos amida 7 e 10.

Outros compostos preferidos de formula (1) sao aqueles em que
R® representa um atomo de hidrogénio, um grupo alquilamino, um grupo a-
glicar ou um grupo acila. Em compostos preferidos R® é idéntico a R® ou é
um atomo de hidrogénio, por exemplo, R® é um atomo de hidrogénio.

Grupos alquilamino preferidos sdo aqueles da formula -(CHa)y
NH2 em que x é 2 a 6 (por exemplo, 3) ou analogos alquilados dos mesmos -
(CH2)xNC1.salquilaz , por exemplo, -(CH2)NMe,. Outro grupo preferido € um
residuo de lisina COCH[(CH2)sNH2]NH,.

Grupos agucar preferidos compreendem 1 a 5 unidades de saca-
rideo, mais preferivelmente 2 ou 3 unidades de sacarideo.

Onde o grupo agucar € um grupo monossacarideo, ele pode ser
representado como um conférmero linear, ciclico ou uma mistura de confér-
meros lineares e ciclicos. Quando o grupo agucar compreende mais de uma
unidade de sacarideo, cada monossacarideo pode ser um conférmero cicli-
co, linear ou uma mistura de conférmeros lineares e ciclicos. Além disso, as
unidades de sacarideo podem ser as mesmas ou diferentes.

Em compostos de férmula (I), monossacarideos preferidos sao
pentoses e hexoses, por exemplo, glicose, galactose, glicopiranose, manopi-
ranose, galactopiranose, frutopiranose e tagotopiranose. Di- e oligossacari-
deos preferidos incluem lactose, melibiose, sacarose, maltose e celobiose.
D-glicose, D-galactose e lactose sao especialmente preferidos.

Outros grupos acila preferidos (para R®) incluem -(CH)Ph (CHa)x
NH2 ou -(CH2)Ph(CH_)NMe,, onde x é 0/1.

Compostos particularmente preferidos da invengao sao aqueles

de férmula | em que R' e R? juntos formam um grupo carbonila. Mais preferi-
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velmente, quando R' e R? formam um grupo carbonila, R®, R* e R® sdo ato-
mos de hidrogénio e R® é um grupo hidroxila. Em tais compostos, de prefe-
réncia, pelo menos um de R® e R® (por exemplo, R® e R%) sdo atomos de hi-
drogénio. Especialmente de preferéncia, C10 é um estereocentro R.

Outros compostos particularmente preferidos da invengao sao
aqueles de férmula | em que R’ é Cy alquila (por exemplo, metila). Mais
preferivelmente, quando R’ é Cy.¢ alquila (por exemplo, metila), pelo menos
um de R® e R® (por exemplo, R® e R% sdo atomos de hidrogénio. Em tais
compostos, R® é, de preferéncia, um grupo hidroxila e R® um atomo de hi-
drogénio. Ainda mais preferivelmente, R® e R* sdo atomos de hidrogénio.
Especialmente de preferéncia, C10 é um estereocentro R.

Ainda outros compostos preferidos da invencao sao aqueles de
férmula | em que R’ é um grupo amida, de preferéncia um grupo amida de
férmula Ill conforme aqui antes definido. Mais preferivelmente, quando R’ é
um grupo amida, pelo menos um de R® e R® (por exemplo, R® e R%) sdo &-
tomos de hidrogénio. Em tais compostos, R® é, de preferéncia, um grupo
hidroxila e R® um atomo de hidrogénio. Ainda mais preferivelmente, R® e R*
sao atomos de hidrogénio. Especialmente de preferéncia, C10 é um estere-
ocentro R.

Ainda outros compostos preferidos da invengao sao aqueles de
férmula | em que R® é um grupo agucar ou um grupo alquilamino conforme
aqui antes definido. Mais preferivelmente, quando R® é um grupo agucar ou
um grupo alquilamino, R® é um atomo de hidrogénio. Em tais compostos, R’
é de preferéncia COOH. Ainda mais preferivelmente, R®> é um grupo hidroxila
e R® é um atomo de hidrogénio e/ou R® e R* sdo 4tomos de hidrogénio. Es-
pecialmente de preferéncia, C10 é um estereocentro R.

Para compostos de férmula (I'), op¢des preferidas sao aquelas
apresentadas acima com relagcédo a féormula (). Além disso, em compostos
preferidos de férmula (I'), R" representa uma hidroxila e R é um atomo de
hidrogénio ou R" e R? juntos formam um grupo carbonila. Quando C7 é um
estereocentro, ele é, de preferéncia, um centro R.

Compostos preferidos de férmula (I') sao também aqueles em
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que R® representa um grupo hidroxila e R4' um atomo de hidrogénio ou R® e
R* representam um grupo carbonila. Quando C11 é um estereocentro, ele é,
de preferéncia, um centro R.

De preferéncia, apenas um de R'/R? juntos ou R*/R* juntos re-
presentam carbonila.

Exemplos representativos de compostos preferidos da invengao
sao mostrados na figura 1. Compostos particularmente preferidos sao os
compostos numeros 1, 2, 9, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 21 e 22, especi-
almente os compostos numeros 1, 2, 9, 11, 12, 13, 14, 21 e 22, por exemplo,
compostos nimeros 1 e 11.

Outros compostos preferidos sdo aqueles nos quais o grupo C16
carboxi é convertido em dimetiletilamida. Compostos nos quais 0 mesmo
grupo carboxi € convertido em um grupo metila sdo também preferidos.
Compostos especialmente preferidos incluem aqueles com uma das altera-
¢oes em C16 acima, bem como alteragdes na regiao de poliol (C5-C11).

Conforme mencionado acima, os compostos da invengao podem
tomar a forma de sais farmaceuticamente aceitaveis. Tais sais incluem sais
de adigao de acido com acidos organicos ou inorganicos fisiologicamente
aceitaveis. Exemplos de acidos adequados para a formacgao de tais sais in-
cluem acético, aspartico, benzenossulfénico, benzoico, bicarbdnico, bissulfu-
rico, bitartarico, butirico, edetato de calcio, cansilaico, carbénico, cloroben-
zbico, citrico, edético, edisilaico, estdlico, esila, esilaico, férmico, fumarico,
glucéptico, glucdnico, glutamico, glicolilarsanilico, hexamico, hexil-resorci-
ndico, hidrabamico, bromidrico, cloridrico, iodidrico, hidroxinaftdico, isetioni-
co, lactico, lactobiénico, maleico, malico, malénico, mandélico, metanossul-
fénico, metilnitrico, metil-sulfarico, mucico, mucdnico, napsilaico, nitrico, oxa-
lico, p-nitrometano-sulfénico, pamoico, pantoténico, fosférico, monohidroge-
no fosférico, di-hidrogeno fosférico, ftalico, poligalacturénico, propidnico, sa-
licilico, estearico, succinico, sulfamico, sulfanilico, sulfénico, sulfurico, tanico,
tartarico, teéclico e toluenossulfénico. Sais de glutamato sao especialmente
preferidos. Alternativamente, sais podem ser formados com bases. Exem-

plos de bases adequadas para a formagao de tais sais incluem aminas pri-
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marias, secundarias e terciarias, aminas substituidas, incluindo aminas subs-
tituidas que ocorrem naturalmente, aminas ciclicas, arginina, betaina, cafeina,
colina, N,N-dibenziletilenodiamina, dietilamina, 2-dietilaminoetanol, 2-dimeti-
laminoetanol, etanolamina, etilenodiamina, N-etilmorfolina, N-etilpiperidina,
glucamina, glicosamina, histidina, hidrabamina, isopropilamina, lisina, metil-
glucamina, morfolina, piperazina, piperidina, resinas de poliamina, procaina,
purinas, teobromo, trietilamina, trimetilamina e tripropilamina. Os sais farma-
ceuticamente aceitaveis podem estar na forma hidratada. Procedimentos
para conversao de compostos da féormula | em tais sais sao convencionais
na técnica.

Compostos altamente preferidos da invengao podem ser deriva-
dos dos seguintes esqueletos (onde o grupo COOH sobre a posi¢cao 16 ou o
grupo amino é funcionalizado conforme desejado, por exemplo, onde COOH
€ substituido por R7). Note que, em geral, atomos de hidrogénio nao sao
extraidos desses esqueletos. Sera apreciado que esses ainda estao presen-
tes (isto é, para formar grupos hidroxila sobre os atomos -O):
B1

COOH

COCH




B3

B4

BS

B6
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B7

Composto 1 (dos Exemplos)

Sera apreciado que existe uma série de variaveis nos compostos
da invengao. Para evitar duvida, espera-se que cada definicdo de uma varia-
vel seja considerada divulgada em relagao a todas as definicdes de outras
variaveis no pedido. Em particular, portanto, op¢des preferidas para cada
variavel podem ser combinadas com opg¢des menos preferidas e preferidas
para qualquer outra variavel.

Os compostos da invengao podem ser preparados usando pro-
cedimentos conhecidos na técnica, incluindo quimica sintética convencional,
manipulagao genética ou uma combinagao dos mesmos.

Conforme mencionado acima, um aspecto da presente invencao

proporciona um processo para fabricagao de compostos conforme aqui an-
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tes descrito compreendendo:

(i) modificagao de um agrupamento génico que codifica o siste-
ma de sintase de policetideo responsavel pela sintese de nistatina para pro-
duzir um derivado de nistatina tendo uma ligagao dupla entre C28 e C29; e

(i) adicionalmente, modificagao do referido agrupamento génico
para produzir um derivado de nistatina o qual é ainda modificado em uma ou
mais das posi¢goes C5, C7, C9, C10, C11, C16 ou no grupo amino da mico-
samina ou

(iif) modificagao do derivado resultante em uma ou mais das po-
si¢des C5, C7, C9, C10, C11, C16 ou ao grupo amino da micosamina atra-
vés de uma reagao quimica.

Um processo preferido da invengao compreende as etapas (i) e
(ii), isto €, modificagao de um agrupamento génico que codifica o sistema de
sintase de policetideo responsavel pela sintese de nistatina para produzir um
derivado de nistatina tendo uma ligagao dupla entre C28 e C29 e uma outra
modificagao, com relagao a nistatina, em uma ou mais das posi¢des C5, C7,
C9, C10, C11, C16 ou no grupo amino da micosamina (por exemplo, em
uma ou mais das posig¢oes C5, C9, C10 ou C16).

Um segundo processo preferido da invengao compreende as
etapas (i) e (iii).

Modificagdo de um agrupamento génico que codifica o sistema
de sintase de policetideo responsavel pela sintese de nistatina pode ser rea-
lizada de acordo com procedimentos convencionais, por exemplo, conforme
descrito no WO01/59126. O agrupamento génico de sintase de policetideo
de nistatina codifica uma série de unidades repetidas (mddulos), cada uma
das quais é responsavel por um dos ciclos de condensagao na sintese de
uma cadeia de policetideo. H4 um médulo de carregamento (nysA) o qual
determina a natureza da unidade "unidade" inicial (acido carboxilico) para
inicio da sintese de cadeia de policetideo e 18 mdédulos de "extensdao" os
quais incorporam (condensam sobre a cadeia) outras unidades "extensoras”
(os préximos acidos carboxilicos os quais sdo adicionados a cadeia). Cada

um de tais mddulos, assim, codifica uma série de atividades enzimaticas (por
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exemplo, enzimas) as quais resultam na sintese da molécula; o0 médulo con-
tém dominios os quais codificam separadamente tais atividades. Assim, um
médulo pode, tipicamente, compreender um dominio de acetiltransferase
(AT), um dominio de proteina transportadora de acila (ACP) e um dominio
de sintase de B-cetoacila (KS) para sintese e extensao (dominios de ceto-
reductase (KR), de-hidratase (DH) e reductase de enoila (ER) os quais de-
terminam o estado reduzido da unidade inicial/extensora incorporada. O a-
grupamento génico ainda contém genes (ou redes de leitura aberta, ORFs)
que codificam outras enzimas (ou atividades enzimaticas) envolvidas na bi-
ossintese de nistatina. Assim, uma tioesterase (TE) pode permitir a liberagao
do policetideo da PKS. Ainda, 0s genes ou sequéncias génicas no agrupa-
mento génico podem codificar enzimas ou atividades enzimaticas as quais
podem modificar a molécula sintetizada (cadeia de policetideo) adicional-
mente, por exemplo, através de hidroxilagao, por exemplo, mono-oxigenases
(por exemplo, nysN ou nysL) ou através de glicosilagao (por exemplo, ativi-
dade de glucuronosil transferase, por exemplo, nys DI).

Assim, mddulos e/ou dominios do agrupamento génico PKS po-
dem ser modificados, por exemplo, através de inser¢ao, delegao ou inativa-
¢ao ou através de substituicdo de um dominio ou médulo ou através de mu-
tacao de um dominio ou médulo para alterar sua atividade. Assim, o nimero
de modulos e/ou dominios pode ser modificado ou eles podem ser alterados
para mudar sua atividade. Outros genes ou sequéncias génicas que codifi-
cam outras atividades enzimaticas, por exemplo, mono-oxigenase ou glicosil
transferase, também podem ser modificadas. Tipicamente, os dominios "re-
dutivos" (por exemplo, ER, DH e/ou KR) podem ser modificados (por exem-
plo, inativados) em um ou mais mddulos ou sequéncias génicas que codifi-
cam as atividades de mono-oxigenase (por exemplo, NysL, NysN) podem
ser modificadas (por exemplo, inativadas).

A ligagao dupla entre C28 e C29 pode, por exemplo, ser introdu-
zida através de inativagédo dos dominios de ER no mdodulo 5 da sintase de
policetideo, conforme descrito no Exemplo 2 do WO01/59126.

Outras modificagbes com relagao a nistatina, por exemplo, em
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uma ou mais posi¢des C5, C9, C10 ou C16, podem ser introduzidas através
de outras modificagdes no agrupamento génico que codifica o sistema de
sintase de policetideo. Quando outras modificagdes no agrupamento génico
sao feitas, elas produzem, de preferéncia, uma modificagdo com relagao a
uma ou mais das posi¢des C5, C9, C10 ou C16.

Modificagao da estrutura de nistatina em C5 pode ser feita através
de inativagao do dominio de ceto-reductase no médulo 17 da sintase de police-
tideo de nistatina, por exemplo, através do método descrito nos exemplos.

Modificagao da estrutura de nistatina em C9 pode ser feita através
de inativagao do dominio de ceto-reductase no médulo 15 da sintase de police-
tideo de nistatina, por exemplo, através do método descrito nos exemplos.

Modificagao da estrutura de nistatina em C10 pode ser feita a-
través de inativagdo do gene para mono-oxigenase de NysL responsavel
pela hidroxilagao em C10, por exemplo, através do método descrito nos e-
xemplos.

Modificagao da estrutura de nistatina em C7 pode ser feita atra-
vés de inativagao de dominios KR16.

Modificagao da estrutura de nistatina em C11 pode ser feita a-
través de inativagao de dominios KR14.

Modificagao da estrutura de nistatina em C16 pode ser feita a-
través de inativagao de genes que codificam mono-oxigenase P540 nysN,
por exemplo, através do método descrito nos exemplos.

Outra modificagao dos compostos resultante da etapa (i) e op-
cionalmente da etapa (ii) em uma ou mais posi¢gdes C5, C7, C9, C10, C11,
C16 ou no grupo amino da micosamina através de reagcao quimica pode ser
realizada através de qualquer procedimento conhecido. Quimica com grupo
de protegao convencional pode também ser empregada, sempre que neces-
sario. Quando outras modificagdes sao introduzidas através de reag¢ao qui-
mica, elas produzem, de preferéncia, uma modificagado com relagao a nista-
tina na posigao C16 e/ou no grupo amino da micosamina.

Uma reacdo quimica preferida é a formagao de amida em C16.
Conversao do grupo COOH da nistatina a uma amida pode ser realizada
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através de reagao do derivado de nistatina com a amina apropriada, opcio-
nalmente na presencga de agente de ativagao (por exemplo, PyBOP).

Outra reagdo quimica preferida é a alquilagao redutiva no grupo
amino da micosamina. Alquilagao redutiva pode ser realizada através de re-
acao do derivado de nistatina com um aldeido apropriado para formar uma
imina e redugao da imina, de preferéncia in situ, através da adigcdo de um
agente de redugao. Um agente de reducgao preferido € NaBH3;CN.

Uma outra reagao quimica preferida é a reagcao de Amadori no
grupo amino da micosamina. A reagao de Amadori pode ser realizada atra-
vés de reagao do derivado de nistatina com (um) agucar(es) de redugao a-
propriado.

Um processo preferido da invengao proporciona compostos de
formula (1), conforme aqui antes descrito. Em tais processos, modificagdes
na posi¢do C5 modificam R' e/ou R? com relagdo a nistatina, modificacdes
em C9 modificam R® e/ou R* com relagdo a nistatina, modificacdes em C10
modificam R® e/ou R® com relagéo a nistatina e modificagdes em C16 modifi-
cam R’ com relagdo a nistatina. Modificagdes no grupo amino da micosami-
na modificam R® e R® com relagdo a nistatina. Processos preferidos sdo a-
queles que proporcionam R'-R® especificado aqui como sendo preferidos
com relagado aos compostos de férmula I.

Os compostos podem ainda ser purificados através de qualquer
técnica convencional, por exemplo, cristalizagdo, cromatografia, etc. Os
compostos de formula | da invengao contém uma série de centros quirais e,
como tal, existem em diferentes formas estereoisoméricas. Compostos parti-
cularmente preferidos sdo mostrados na figura 1.

Os compostos da invengao podem ser usados em uma ampla
variedade de aplicagdes para inibir o crescimento ou matar fungos. Por e-
xemplo, os compostos da invengao podem ser usados como desinfetantes
ou como conservantes (por exemplo, em géneros alimenticios e cosméti-
cos). Uso dos compostos da invengao como um desinfetante ou como um
conservante forma um outro aspecto da invengao.

Para uso como um desinfetante ou conservante, os compostos da
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invengao podem ser usados isoladamente ou em combinagao com outros agen-
tes antifungicos e/ou anti-bacterianos. Os compostos podem ser usados per se
ou, mais preferivelmente, em mistura com um veiculo, diluente ou excipiente.

Os compostos da invengao sao particularmente adequados ao
tratamento ou prevengao de infecgdes fungicas. Os compostos e composi-
¢oes farmacéuticas da invengcao sao especialmente adequados para o tra-
tamento ou prevengao de infecgdes fungicas de areas internas e externas do
corpo. Exemplos de areas do corpo que podem ser tratadas incluem a pele,
boca, vagina e trato gastrointestinal. Os compostos e composi¢des sao par-
ticularmente adequados para o tratamento de infecgdes fungicas invasivas
(por exemplo, sistémicas).

Os compostos da invengao tém, idealmente, um amplo espectro
de atividade, mas sao especialmente adequados ao tratamento de infecgdes
fungicas causadas por espécies Candida, Cryptococcus, Aspergillus, Colle-
totrichum, Geotrichum, Hormonema, Lecythophora, Paecilomyces, Penicilli-
um, Rhodotorula, Fusarium, Saccharomyces, Trichoderma, Trichophyton e
Scopularilopsis, especialmente espécies Candida e Cryptococcus (por exem-
plo, espécies Candida).

Para uso em tal tratamento, os compostos podem ser formulados
como composi¢oes farmacéuticas de qualquer maneira convencional com
um ou mais veiculos, excipientes e/ou diluentes. A formulagao farmacéutica
especifica dependera do modo desejado de administragao e sera pronta-
mente determinada por aqueles habilitados na técnica. Exemplos de veicu-
los, excipientes e diluentes adequados incluem agua, etanol, glicerol, polieti-
leno glicol, cloreto de sédio, deoxicolato de sbdio, agucares (por exemplo,
glicose, sacarose ou lactose), amidos (por exemplo, amido de milho ou ami-
do de batata), celulose microcristalina, gomas (por exemplo, goma tragacan-
to), sorbitol, manitol, xilitol, estearato de magnésio, polivinilpirrolidona, acidos
graxos (por exemplo, acido estearico), gorduras, ceras, carbonato de calcio,
cloreto de calcio e acido citrico.

Tais composi¢des farmacéuticas podem, adicionalmente, com-

preender um ou mais agentes de umedecimento, agentes adogantes (por



10

15

20

25

30

27

exemplo, um agucar, aspartame ou sacarina), agentes de lubrificagao, agen-
tes de estabilizagdo, agentes de emulsificagdao, agentes de suspensao, a-
gentes conservantes, agentes flavorizantes (por exemplo, baunilha, éleo de
hortela-pimenta ou um aroma de frutas) e/ou intensificadores de absorgao.

Os compostos da invengao podem, se desejado, ser coadminis-
trados com outras substancias farmaceuticamente ativas (por exemplo, uma,
duas ou trés). Uma vantagem associada ao uso de uma combinagdo dos
compostos da invengao e outra(s) substancia(s) ativa(s) é que ela pode au-
mentar o espectro de doengas para as quais a composi¢ao € adequada para
uso como um medicamento. Adicional ou alternativamente, uma diminui¢ao
da dose do composto da invencao e/ou da(s) outra(s) substancia(s) ativa(s)
podem, vantajosamente, ser obtida. Isso é particularmente vantajoso quando
essa outra substancia ativa esta associada a efeitos colaterais conhecidos.

Substéancias ativas adicionais as quais podem ser usadas em
composig¢des da invengao incluem outros agentes antifungicos e antibiéticos.
Agentes antifungicos representativos sao azéis e equinocandinas. Antibidti-
cos representativos incluem demeclociclina, acetonida de triamcinolona, sul-
fato de neomicina, gramicidina, oxotetraciclina e eritromicina.

Composigdes farmacéuticas usadas de acordo com a invengao
podem ser administradas oralmente, retalmente (por exemplo, usando um
supositorio), topicamente ou sistemicamente. A via escolhida dependera, por
exemplo, da doenga e/ou do individuo a ser tratado, embora composi¢des
para administragao oral e sistémica sejam preferidas. Composi¢cdes para
administragao sistémica sao particularmente preferidas.

As composi¢goes podem ser apresentadas em qualquer forma
adaptada para uso na via de administragao selecionada. Formas adequadas
para administragao oral incluem, por exemplo, comprimidos planos ou revesti-
dos, comprimidos com liberagao sustentada, comprimidos mastigaveis, capsu-
las macias, suspensdes e xaropes. Formas preferidas para uso de acordo
com a invengao sao comprimidos, suspensdes e xaropes, particularmente
comprimidos.

Formas adequadas para administracao sistémica podem, por
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exemplo, ser formulagdes para inje¢ao intradérmica, intraperitoneal ou intrave-
nosa. Formulagbes para injegao intravenosa sao particularmente preferidas.

Formas adaptadas para administragao tépica incluem composi-
¢Oes para administragao a pele e mucosa (por exemplo, géis, creme, sprays,
logoes, pomadas e aerosséis). Os compostos também podem ser formula-
dos em composigoes retais ou vaginais, tais como supositdrios ou enemas
de retencgao.

A quantidade do composto da inveng¢ao a ser usado em qualquer
aplicagao sera prontamente determinada por aqueles habilitados na técnica.
Por exemplo, para uso como um desinfetante ou conservante, a quantidade
de composto que é requerida é aquela que inibe o crescimento ou é letal
para um fungo-alvo. Embora a quantidade real dependa de um fungo-alvo e
aplicagao particular, para uso como um desinfetante ou conservante, os
compostos da invengao sao, tipicamente, usados em quantidades de 0,5 a
5% em peso, mais preferivelmente 1 a 3% em peso da solu¢gao ou material
desinfetante a ser conservado.

Para uso para tratar infec¢gdes fungicas, a quantidade do com-
posto da invengao, bem como qualquer outra substancia ativa opcional pre-
sente em mistura com 0 mesmo, pode ser prontamente determinada por a-
queles habilitados na técnica e dependera de varios fatores, incluido a natu-
reza de qualquer outra substancia ativa opcional, o0 método de administra-
¢ao, a doenga a ser tratada e o peso do individuo. Geralmente, contudo, os
compostos da invengao podem ser usados em quantidades de 0,01-50% em
peso da composi¢ao, de preferéncia 1-20% em peso.

A invengcado agora sera descrita com referéncia aos exemplos
nao-limitativos a seguir e figuras, em que:

A figura 1 mostra a estrutura de uma série de compostos da in-
vengao;

a figura 2 mostra UV-isoplotagens de S44HP e do extrato de
DMSO de mutantes com ER5 e NysN inativados que produzem o composto 1;

a figura 3 mostra o espectro por TOF do principal pico de polieno
a partir do extrato de DMSO de mutantes com ER5 e NysN inativados. Picos
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com m/z = 980 e 1034 sao referéncias internas;

a figura 4 mostra UV-isoplotagens de extratos de DMSO da cepa
GG5073SP (cepa de referéncia) que produz S44HP e o mutante com ER5 e
KR17 inativados que produz o composto 2;

| a figura 5 mostra o espectro por TOF do principal pico de polieno
a partir do extrato de DMSO do mutante com ER5 e KR17 inativados;

a figura 6 mostra UV-isoplotagens de extratos de DMSO da cepa
GG5073SP (cepa de referéncia) que produz S44HP e o mutante ER5, KR17
e NysN inativados, que produz o composto 3;

a figura 7 mostra o espectro por TOF do principal pico de polieno
a partir do extrato de DMSO do mutante com ER5, KR17 e NysN inativados.
Picos com m/z = 980 e 1034 sao referéncias internas;

a figura 8 mostra UV-isoplotagens de extratos de DMSO da cepa
GG5073SP (cepa de referéncia) que produz S44HP e o mutante com ER5 e
KR15 inativados que produz o composto 4; e

a figura 9 mostra os resultados de uma testagem de atividade
antifungica sobre os compostos 1 e 11.

As figuras 10-16 sao esquemas para o preparo dos varios com-
postos da invengao.

A figura 17 mostra os resultados de testagem in vivo de novos
compostos da invengao em um modelo com camundongo neutropénico de
candidiase disseminada.

EXEMPLOS
PREPARO DE COMPOSTOS

Os compostos listados na Tabela 1 foram preparados. A estere-

oquimica precisa de cada um desses compostos é mostrada na figura 1.
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Sintese de S44HP

Esse composto foi preparado conforme descrito em Borgos S.E.
e outros, Arch Microbiol. Abril de 2006; 185(3): 165-71.
Sintese de Compostos 1-4

Os compostos 1-4 foram preparados através de manipulagio
genética usando as seguintes combinagdes de mutagoes sitio-especificas no
agrupamento génico biossintético de nistatina (sequéncia — em Brautaset, T.
e outros, Chem Biol. Junho de 2000; 7(6): 395-403:

Composto 1 mutacdes em ER5 + NysN;
Composto 2 mutacdes em ER5 + KR17;
Composto 3 mutacoes em ERS5 + KR17 + NysN;
Composto 4 mutacoes em ER5 + KR15.

O vetor de inativagao de ERS5, conforme descrito em Borgos S.E.
e outros, Arch Microbiol. Abril de 2006; 185(3): 165-71, foi usado.

Os seguintes construtos foram criados e preparados pelo reque-
rente:

NysN:
Vetores pSOK201nysN4.1-CL346ST e pSOK201nysN4.1-CL346AS para
introducdo de mutacdes CL346ST e CL346AS, respectivamente, em _nysN

O fragmento Ncol/Xbal de 4,1 kb do clone lambda N95 recombi-
nante (Brautaset, T. e outros, Chem Biol. Junho de 2000; 7(6): 395-403) foi
clonado nos sitios correspondentes do plasmideo pLITMUS28. A partir do
construto resultante, todo o inserto de 4,1 kb foi excisado com EcoRI/Hindlll
e clonado nos sitios correspondentes do pGEM11zf(+). A partir do plasmi-
deo resultante, denotado pGEM11nysN4.1, a regiao de 1,5 kb, incluindo o
sitio ativo NysN, foi amplificada através de PCR usando os seguintes inicia-
dores:
conA-1F: 5- ttttgaaTTCTTCAAGCCGATGAGCC-3’ (sentido) e
conA-1R: 5'-ttttaagctTGGTCGAACAGGTCCGG-3’ (antissentido).

Os iniciadores introduziram sitios EcoRIl e Hindlll (sublinhados), os
quais foram usados para clonar o fragmento de PCR obtido nos sitios corres-

pondentes do pGEM11zf(+), proporcionando o plasmideo pGEM11nysN1.5.
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O ultimo plasmideo foi usado como um modelo para mutagénese sitio-
dirigida (usando o kit QuickChange, Stratagene), usando os seguintes oligo-
nucleotideos mutagénicos:

Mutacédo CL346ST:

CL346ST-F: 5- CTACGGTGTCCACCAGTCGACGGGCCAGAACCTGGTGC-3'

CL346ST-R: 5-GCACCAGGTTCTGGCCCGTCGACTGGTGGACACCGTAG-3’

Mutacao CL346AS:

CL346AS-F: 5-TCGGCTACGGTGTCCACGCTAGCCTGGGCCAGAACCTGG-3
CL346AS-R: 5'-CCAGGTTCTGGCCCAGGCTAGCGTGGACACCGTAGCCGA-3

Os nucleotideos com mutagdo sao indicados em negrito, en-
quanto que o novo sitio de restrigao introduzido (Sall para a mutagao CL346ST,;
Nhel para a mutagao CL346AS) estao sublinhados nas sequéncias. As muta-
¢oes foram identificadas através de analise por restricido com Sall ou Nhel e
os insestos completos de vetores com mutagdo correta foram verificados
através de sequenciamento de DNA. Os fragmentos FspAl/Bpu1102| de 1,3

kb com mutagao dos plasmideos resultantes foram usados para substituir o

‘fragmento correspondente do plasmideo pGM11nysN4.1, proporcionando os

plasmideos pGM11nysN4.1-CL346ST e pGM11nysN4.1-CL346AS. A partir
dos ultimos construtos, os insertos de 4,1 kb contendo genes nysN com mu-
tacao foram excisados com EcoRI/Hindlll e ligados na parte principal Eco-
RI/Hindlll de 3,1 kb do pSOK201, proporcionando os plasmideos de inativa-
¢ao de nysN pSOK201nysN4.1-CL346ST e pSOK201nysN4.1-CL346AS.
Para inativagao de nysN na cepa que produz o composto 1, 0
construto pSOK201nysN4.1-CL346ST foi usado. Para inativagao de nysN na

cepa que produz o composto 3, o construto pSOK201nysN4.1-CL346AS foi
usado.

KR17:
Vetor pKR17m para introducéo da mutacao YA5145FE em KR17 de NysJ

O fragmento Pmll/BamHI de 4,0 kb do plasmideo pL98E (Brau-
taset, T. e outros, Chem Biol. Junho de 2000; 7(6): 395-403) foi excisado e
ligado nos sitios Hincll/BamHI do vetor pGEM3zf(+), proporcionando o plas-
mideo pBB4.0. Um fragmento de DNA de 1,5 kb, incluindo a regidao do sitio
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ativo KR17, foi amplificado por PCR a partir do pBB4.0 usando os seguintes
iniciadores:

KR17-F: 5-ttttctgCAGGCCGCGGTGCGCGC-3’ (sentido) e

KR17-R: 5-TCCGGCATGGTCCGTGAAACC-3' (antissentido)

O construto de PCR foi digerido terminalmente com Pstl (sitio de
reconhecimento sublinhado no iniciador) e Sacl (sitio de reconhecimento no
fragmento de DNA amplificado) e o fragmento de 1,4 kb foi ligado nos sitios
correspondentes do pLITMUS28. O plasmideo resultante, pLIT1.4, foi usado
como um modelo para mutagénese sitio-dirigida com os seguintes oligonu-
cleotideos mutagénicos:

KR17-mut1:
5-GCCCCGGCCAGGGCAACTTCGAAGCCGGCAACACGTTCC-3’
KR17-mut2:
5-GGAACGTGTTGCCGGCTTCGAAGTTGCCCTGGCCGGGGC-3'.

Nucleotideos com mutagao sao indicados em negrito, enquanto
que o novo sitio de restrigao BstBl introduzido esta sublinhado nas sequén-
cias. Mutagao correta foi verificada através de digestdao com BstBIl e todo o
inserto do plasmideo com mutagao foi verificado através de sequenciamento
de DNA. A partir do plasmideo resultante, pLIT1.4m, o fragmento Bcll/Acclli
de 1072 bp foi excisado e usado para substituir o fragmento correspondente
do plasmideo pBB4.0, proporcionando o plasmideo pBB4.0m. Todo o inserto
de 4,0 kb do pBB4.0m foi excisado com EcoRI + Hindlll e ligado junto com a
parte principal EcoRI/Hindlll de 3,0 kb do plasmideo pSOK201, proporcio-
nando o vetor de inativagao de KR17, pKR17m.

KR15:
Vetor pKR15m para introducdo de mutacédo YA1888FE em KR15 de NysJ

O fragmento Kpnl/Pmll de 3,6 kb do pL20X (Brautaset, T. e ou-
tros, Chem Biol. Junho de 2000; 7(6): 395-403) foi excisado e ligado nos si-
tios Kpnl/Hincll do pGEM3zf(+), proporcionando o pKP3.6. O ultimo plasmi-
deo foi usado como um modelo para a amplificagdo por PCR de um frag-

mento de DNA de 1,1 kb usando os seguintes iniciadores:
KR15-F1: 5'-ttttgaaTTCCCGACGGCCTCTCCTACC-3' (sentido) e
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KR15-R1: 5'-ttttaagCTTGCCGAGTCGGTTGCGC-3' (antissentido)

O produto de PCR resultante foi terminalmente digerido com E-
coRI/Hindlll (os sitios de restrigao estao sublinhados nos iniciadores) e liga-
do nos sitios correspondentes do pLITMUS28, proporcionando o pLIEH1.1.
O ultimo plasmideo serviu como um modelo para mutagénese sitio-dirigida
usando os seguintes oligonucleotideos mutagénicos:
mutkKR15-1F: 5-CCGGGCCAGGCCAACTTCGAAGCCGGCAACACCTTCCTCG-3
mutkR15-1R: 5-CGAGGAAGGTGTTGCCGGCITCGAAGTTGGCCTGGCCCGG-3

Nucleotideos com mutagao sao mostrados em negrito e esta
sublinhado o novo sitio BstBl introduzido. Mutagao correta foi verificada atra-
vés de digestao com BstBl e todo o inserto do plasmideo com mutagao foi
verificado através de sequenciamento de DNA. A partir do plasmideo com
mutacao, o fragmento FspA1/Acclll de 1045 bp foi excisado e usado para
substituir a regidao correspondente do pKP3.6, proporcionando o pKP3.6mut.
Todo o inserto de 3,6 kb do pKP3.6mut foi, entao, excisado com Eco-
RI/Hindlll e ligado com o fragmento EcoRI/Hindlll de 3,2 kb do pSOK201,
proporcionando o vetor de inativagao de KR15, pKR15m.

Introducao de vetores de substituicdo em cepas de S. noursei:

Todos os vetores de inativagao construidos foram transformados
em Escherichia coli ET12567 (pUZ8002) e as cepas recombinantes resultan-
tes foram usadas para conjugag¢ao de vetores de inativagcdo em cepas de S.
noursei, conforme descrito previamente (Brautaset, T. e outros, Chem Biol.
Junho de 2000; 7(6): 395-403):

- Verificagao do 1° crossover através de Southern Blot + PCR

- Selegao de 2° candidatos de crossover (apramicina-sensivel)

- Caracterizagdo genética de 2° candidatos de crossover através de Sou-
thern blot + PCR

- Complementagao dos 2° mutantes de crossover com pNAO (Brautaset e
outros, 2000, Chem. Biol., 7: 395-403).

As cepas recombinantes complementadas foram submetidas a
fermentagao e a produgao de moléculas correspondentes foi confirmada via
analise por HPLC e MS-TOF.
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Composto 1
Isoplotagens por UV

Padrao S44HP e o extrato de DMSO do mutante de S. noursei
com ERS5 e NysN inativados sao mostrados nas isoplotagens na figura 2.

Isoplotagens por LC-MS

Coluna: Zorbax SB-C18 de 2,1 x 100 mm, 3,5 um (Agilent Tech-
nologies).

Fase mével A: acetato de aménio a 10 mM (Riedel-de-Haén
#25006), pH nao ajustado

Fase movel B: acetonitrilo a 100% (Rathburn, grau para HPLC)
Tempo % B

0,00 27
6,50 65
7,30 65
7,40 27
12,00 27

Fluxo: 0,22 mL/min
Temperatura da coluna: Ambiente
Parametros TOF-MS:
lonizagao API-ES negativa
Gas de secagem: 10 I/min
pressao do nebulizador: 275,79 KPa manométrica 40 psig
Temp. do gas de secagem: 350 °C
Tensao do capilar: 3000 V
Fragmentador: 200 V
Espectro por TOF-MS

O espectro por TOF-MS é mostrado na figura 3, em que os picos
de m/z = 966, 980 e 1034 sao referéncias de massa interna. O m/z teérico
(ions negativos) do composto 1 (C47H7sNO+5) é de 892,5063. Esse m/z é
observado com alta precis@o e se correlaciona ao pico-UV de heptano. A
perda de agua (1 e 2 moléculas) durante ionizagdo do composto 1 também
proporciona picos de massa com Am/z = -18 e Am/z = -36, respectivamente.
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Purificacédo através de LC preparativa

Purificagao foi realizada sobre uma coluna preparativa de fase
reversa.

Método preparativo:

Coluna: Agilent Prep-C18 de 50 x 250 mm, 10 um (Agilent Tech-
nologies).

Fase mével A: acetato de aménio a 10 mM (Riedel-de-Haén
#25006), pH ajustado para 4,0 com acido acético (JT Baker #6002)

Fase Mével B: metanol a 100% (Lab-Scan, grau para HPLC)
Tempo % B

0,00 78
6,00 78
6,20 100
11,00 100
11,20 78

Fluxo: 85 mL/min
Temperatura da coluna: Ambiente

Ap6s purificagao através de LC preparativa, foi mostrado que o
composto 1 constitui > 97 % dos macrolideos de polieno na amostra, con-
forme determinado através dos dados de UV e MS.
Método de LC-MS

Coluna: Zorbax Bonus-RP de 2,1 x 50 mm, 3,5 um (Agilent Te-

chnologies).

Fase moével A: acetato de aménio a 10 mM (Riedel-de-Haén
#25006), pH ajustado para 4,0 com acido acético (JT Baker #6002)

Fase mdvel B: acetonitrilo a 100% (Rathburn, grau para HPLC)

Tempo % B
0,00 27
10,00 53
10,10 27
15,00 27

Fluxo: 0,3 mL/min
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Temperatura da coluna: Ambiente

Para polienos sem o grupo carboxila (principalmente composto
1), o método foi também realizado com bicarbonato de aménio a 20 mM
(Fluka #09830), pH ajustado para 7,0 com acido acético (JT Baker #6002)
como fase mdvel A, uma vez que o pH elevado proporcionou separagao li-
geiramente melhor entre polienos com e sem o grupo carboxila ionizavel.

Parametros de MS:

lonizagao API-ES negativa

gas de secagem: 12 I/min

pressao do nebulizador: 241,3 KPa manométrico (35 psig)

Temp. do gas de secagem: 350 °C

Tensao do capilar: 3000 V
Composto 2
Isoplotagens por UV
Os extratos de DMSO da cepa GG5073SP (que produz S44HP) e o mutante

com dominios ER5 e KR17 inativados sao mostrados nas isoplotagens na
figura 4.

Método de LC-MS e parametros de TOF-MS: mesmo conforme
para o composto 1.
Dados de TOF-MS

O espectro por TOF-MS é mostrado na figura 5. O m/z tedrico
(ions negativos) do composto 2 (C47;H71NO+7) € de 920,4649. Esse m/z é
observado com precisao aceitavel (erro de < 3 ppm) e se correlaciona com o
pico-UV de heptaeno.

Purificacao através de LC preparativa

Purificagao foi realizada sobre uma coluna preparativa de fase
reversa.

Método Preparativo:

Coluna: Agilent Prep-C18 de 50 x 250 mm, 10 um (Agilent Tech-
nologies).

Fase mével A: acetato de ambnio a 10 mM (Riedel-de-Haén
#25006), pH ajustado para 4,0 com acido acético (JT Baker #6002)



10

15

20

25

30

40

Fase moével B: metanol a 100% (Lab-Scan, grau para HPLC)

Tempo % B
0,00 70
15,00 70
15,20 100
19,00 100
19,20 70
22,00 70

Fluxo: 100 mL/min
Temperatura da coluna: Ambiente

Apds purificagao através de LC preparativa, foi mostrado que o
composto 2 constitui > 95,2 % de macrolideos de polieno na amostra, con-
forme determinado através dos dados de UV e MS.

Método de LC-MS: mesmo conforme para o composto 1.
Composto 3
Isoplotagens por UV

Os extratos de DMSO da cepa GG5073SP (que produz S44HP)
e do mutante com dominios ER5 e KR17 inativados e NysN inativado sao
mostrados nas isoplotagens na figura 6.
Método de LC-MS:

Coluna: Zorbax Bonus-RP de 2,1 x 50 mm, 3,5 um (Agilent Te-
chnologies).

Fase movel A: acetato de aménio a 10 mM (Riedel-de-Haén
#25006), pH ajustado para 4,0 com acido acético (JT Baker #6002)

Fase médvel B: acetonitrilo a 100% (Rathburn, grau para HPLC)
Tempo % B

0,00 27
6,50 65
7,30 65
7,40 27
12,0 27

Fluxo: 0,3 mL/min
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Temperatura da coluna: Ambiente

Parametros de TOF-MS: mesmo conforme para o composto 1

O espectro por TOF-MS é mostrado na figura 7, em que 0s picos
de m/z = 980 e 1034 sao referéncias de massa interna. O m/z tedrico (ions
negativos) do composto 3 (C47H73NO15) € de 890,4907. Esse m/z é observa-
do com alta precisao (veja espectro de massa) e se correlaciona bem com o
pico-UV de heptaeno. A perda de agua (1 e 2 moléculas) durante ionizagao
do composto 3 também proporciona também picos de massa com Am/z =
-18 e Am/z = -36, respectivamente. Também, o analogo carboxilado (com
m/z = 920,4644 no espectro por MS mostrado) mostra um grau significativo
de coeluigdo cromatografica. Sabe-se que compostos carboxilados tém efi-
ciencia de ionizagao significativamente maior no modo de MS negativo, de
modo que quantificagao relativa nao devera ser baseada nas intensidades
de sinal do espectro de MS mostrado.
Composto 4
Isoplotagens por UV

Os extratos de DMSO da cepa GG5073SP (que produz S44HP)
e do mutante com dominios ER5 e KR15 inativados sdo mostrados nas iso-

plotagens na figura 8.
Método de LC-MS: mesmo conforme para o composto 3.
Sintese de Compostos 5-23

Geral

As reagoes foram monitoradas através de TLC sobre laminas de
Silica-gel 60F254 da Merck em um sistema de solvente de Cl;:MeOH:H,0:
HCOOH. (13:6:1:0,1). A pureza dos produtos resultantes foi determinada
através de HPLC e era de 80-90%. HPLC de fase reversa analitica foi reali-
zada sobre um instrumento de HPLC Shimadzu da série LC 10 sobre uma
coluna Kromasil 100-C18 (4 x 250 mm, tamanho de particula 6 pm) em um
volume de inje¢ao de 20 pL e um comprimento de onda 408 nm. O sistema
de solvente compreendia H;PO4 a 0,01M em um pH de 2,6 e acetonitrilo. A
proporc¢ao de acetonitrilo variava de 30 a 70% durante 30 min, com uma taxa
de fluxo de 1,0 mL/min.
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Sintese de Compostos 5-16

A uma mistura de S44HP (18 mg, 0,02 mmol) e 0,06 mmol do
cloridrato de amina apropriado dissolvido em 0,3 mL de DMSO foi adiciona-
do, aos poucos, EtsN para ajustar o pH para 8-8,5 e, apds o que, durante 15
minutos, 0,03 mmol de reagente PyBOP. A mistura de reagao foi agitada em

temperatura ambiente durante 1 hora. Subsequente adicao de éter dietilico
(~3 mL) a mistura de reagao levou a um residuo oleoso, o qual foi agitado
sucessivamente com éter dietilico (3 mL x 2). Apds a adicdo de 5 mL de ace-
tona a esse 6leo, um precipitado amarelo de amida foi formado. O precipita-
do foi filtrado, lavado com acetona e, entdo, seco in vacuo. Todas as amos-
tras foram obtidas em rendimentos de mais de 90%. Os dados analiticos
para esses compostos sao resumidos na Tabela 2 abaixo.

Sintese de Compostos 17-19

O monossacarideo (D-glicose ou D-galactose) ou dissacarideo
(lactose) apropriado (0,086 mmol) foi adicionado a uma solugao de S44HP
(40 mg, 0,043 mmol) em DMF (2 mL). A mistura de reagado foi mantida a
37°C durante 20 horas e, entdo, a solugao foi adicionada gota a gota a éter
dietilico (50 mL). O precipitado resultante foi filtrado, lavado com éter dietilico
e seco. O precipitado amarelo obtido foi purificado através de cromatografia
rapida (CHCI3:MeOH:H,O:HCOOH (13:6:1:0,1)). Fragdes contendo o com-
posto desejado foram coletadas e a solugao foi concentrada. A adicao de
éter dietilico, entao, proporcionou um precipitado amarelo, o qual foi filtrado,
lavado com éter dietilico e seco in vacuo. Todas as amostras foram obtidas
em rendimentos de 40-45%. Os dados analiticos para esses compostos sao
resumidos na Tabela 2 abaixo.
Sintese de Composto 20

A uma solug¢ao de 4-N,N-dimetilaminobenzaldeido (0,065 mmol)
e S44HP (20 mg, 0,022 mmol) em DMF (2 mL) foi adicionado NaBH3;CN (4,1
mg, 0,065 mmol). A mistura de rea¢ao foi mantida a 37°C durante 20 h. A
adigao de éter dietilico (10 mL) levou a um residuo oleoso, o qual foi agitado
sucessivamente com éter dietilico (10 mL x 2). Um precipitado amarelo foi
formado apds a adigao de acetona (10 mL). O precipitado foi filtrado, lavado
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com éter dietilico e seco. O sélido obtido foi purificado através de cromato-
grafia rapida (CHCIl3:MeOH:H,O:HCOOH (13:6:1:0,1)) sobre silica-gel da
Merck para cromatografia em coluna (0,040 — 0,063 mm). Fragdes contendo
o composto desejado foram coletadas, a solugao foi concentrada e a adigao
de éter dietilico proporcionou um precipitado amarelo o qual foi filtrado, lava-
do com éter dietilico e seco in vacuo.

Sintese de Compostos 21 e 22

A uma solugdo de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-3-aminopropio-
naldeido (160 mg, 0,054 mmol) e S44HP (100 mg, 0,011 mmol) em DMF (3
mL) foi adicionado NaBH3;CN (34 mg, 0,054 mmol). A mistura de reagao foi
mantida a 37°C durante 20 horas e, entao, adicionada gota a gota a éter die-
tilico (200 mL). O precipitado amarelo da mistura de compostos foi filtrado e
os compostos individuais foram separados e purificados através de cromato-
grafia rapida sobre Silica-gel da Merck para cromatografia em coluna (0,040
— 0,063 mm) em um sistema de gradiente linear CHCl;: MeOH:HCOOH
(8:1:0,01) 3 CHCI3:MeOH:H,O:HCOOH (13:6:1:0,1) para proporcionar N-[N-
(9-fluorenilmetoéxicarbonil)-3-aminopropil]-S44HP e N,N-di-[N-(9-fluorenilme-
toxicarbonil)-3-aminopropil]-S44HP como sélidos amarelos.

A uma solugao de N-[N-(9-fluorenilmetéxicarbonil)-3-aminopropil]
-S44HP ou N,N-di-[N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-3-aminopropil]-S44HP em
DMSO (3 mL), piperidina (0,1 mL) foi adicionada. Apés 2 h em temperatura
ambiente, éter dietilico (~7 mL) foi adicionado e um residuo oleoso se for-
mou, o qual foi agitado sucessivamente com éter dietilico (7 mL x 2). Adigao
de acetona (10 mL) proporcionou um precipitado amarelo de composto 21
ou composto 22, o qual foi filtrado, lavado com éter dietilico e seco in vacuo.
Os dados analiticos para os compostos 21 e 22 resultantes sao resumidos
na Tabela 2 abaixo.
Sintese de Composto 23

A uma solugao de S44HP (100 mg, 0,11 mmol) em DMF seca (2
mL), N-oxi-succinimida éster de N',N'-di-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-L-lisina
(221 mg, 0,33 mmol) e EtsN (15,3 pl, 0,11 mmol) foram adicionados. A mistu-
ra de reagao foi mantida a 37°C durante 1 h, entdo, H>O (5 mL) foi adiciona-
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do. A mistura foi extraida com n-BuOH (3 x 5 mL). As fragdes organicas fo-
ram combinadas e lavadas com HCla 0,01 N (1 x5 mL) e H,O (3x 5 mL). A
solugéo foi concentrada e a adigao de éter dietilico proporcionou um precipi-
tado amarelo, o qual foi filtrado, lavado com éter dietilico e purificado através
de cromatografia rapida sobre silica-gel (CHCIl;:MeOH:H,O:HCOOH (13:4:
0,5:0,01)). Fragdes contendo o composto desejado foram coletadas, a solu-
¢ao foi concentrada e a adi¢cdo de éter dietilico proporcionou um precipitado
amarelo, o qual foi filtrado, lavado com éter dietilico e seco in vacuo.

Ao soélido amarelo isolado (30 mg) em DMSO (3 mL), piperidina
(0,1 mL) foi adicionada. Apds 2 h em temperatura ambiente, éter dietilico (~7
mL) foi adicionado, um residuo oleoso se formou e foi agitado sucessiva-
mente com éter dietilico (7 mL x 2). Adicao de acetona (10 mL) proporcionou
um precipitado amarelo, o qual foi filtrado, lavado com éter dietilico e seco in
vacuo.
Tabela 2. TLC (Rf), HPLC (Rt), espectros de massa por MALDI e dados de
solubilidade para os compostos 5-23

Férmula Rf* Rt** Massa exata por MALDI MS | Solubilidade
molecular Calculado Encontrado em agua
[M+Na]*
5 | CsH78N.047 10,30 | 10,71 966,15 989,70 +
6 | CagH7eN2Os6 [ 0,38 | 11,60 | 936,52 959,69 +
7 | CagHzN2Oy7 | 0,27 | 11,52 | 922,50 923,07* -
8 | CssHs6N-Oi6 | 0,62 | 16,83 | 1036,57 1058,15 -
9 [ Cs7HgsN,O46 | 0,47 | 14,33 | 1008,54 1032,09 +
10 | Cs1HgoN2O1s | 0,37 | 13,47 | 1008,54 1031,99 -
11 | CsoHgsN3O46 | 0,14 [ 7,65 1007,59 1008,60* +
12 | CsoHaoN20y7 | 0,38 | 10,86 | 980,55 981,55* +
13 | Cs1HgoN2O49 | 0,58 | 11,55 | 1024,54 1025,57% +
14 | Cs1HgoNO4g | 0,58, | 12,66, | 1024,54 1025,48" +
0,54 |[13,22
15 | Cs3HgsN3O47 | 0,55 | 7,43 1035,59 1059,16 +
16 | Cs3HgaN,O¢ | 0,12 | 9,35 1084,56 1085,48" +
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Férmula Rf* Rt** Massa exata por MALDI MS | Solubilidade
molecular Calculado Encontrado em agua
[M+Nal]”

17 | Cs3HgaNOoe | 0,22 | 11,54 | 1085,54 1109,15 *

18 | Cs3HgaNO,, | 0,22 | 13,98# | 1085,54 1109,00 +

19 | CsoHasNO,; [ 0,16 | 11,64 | 1247,59 1271,12 +

20 | CesHesN3O47 | 0,63 | 14,35 | 1189,67 1212,72 -

21 | CsoHgoN2O47 | 0,14 | 9,78 980,55 981,58 +

22 | Cs3HgzN3O47 1 0,09 | 7,40 1037,60 1038,54 +

23 | Cs3HgsN2O4s | 0,06 | 7,70 1051,58 1052,65 +

*TLC sobre laminas 60F254 de Silica-gel da Merck em sistema de solventes
CHCI3:MeOH:H,O:HCOOH (13:6:1:0,1).
**HPLC foi realizada em um instrumento de HPLC Shimadzu da série LC 10
sobre uma coluna Kromasil 100-C18 (4 x 250 mm, tamanho de particula de
6 um) em um volume de inje¢ao de 20 uL e um comprimento de onda de 408
nm. O sistema compreendia 0,01M de H3PO4 a 0,01M em um pH de 2,6 e
acetonitrilo. A propor¢ao de acetonitrilo variava de 30 a 70% durante 30 min,
com taxa de fluxo de 1,0 mU/min.
*Sistema de HPLC isocratico - MeCN a 35%.
##[M +H]+1
Solubilidade em agua: + solubilidade em agua, =+ dificiimente soldvel, - inso-
lavel

Seguindo os principios sintéticos apresentados acima ou abaixo,
0s compostos 24 a 29 foram também sintetizados. Além disso, 0s outros
compostos a seguir foram preparados baseado nos protocolos sintéticos a-
presentados nas figuras 10-16 e esquemas nas mesmas e na descricao a
qual segue.
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Ne

Ry

R8’ RQ

Derivados di-substituidos de S44HP

30 CONHCHgCHzCHQNMez ,

(frutopiranosila)
31 CONHCH2>CH-CHs:NMe, " *,H

(tagatopiranosila)
32 CONHCHzCHgCHQNMez CH206H4NM62-[J, H
33 CONHCH,>CH,CH,>NMe, COCHI(CH,)4NH2]JNH,, H (L-lisila)
34 CONHCH,CH,CH.NMe, COCH;NMe,, H (N,N-di-Me-glicila)
35 CONHCH,CH,>CH>;NMe, COCgH4CHoNH,-p, H
36 CONHCH,CH,CH,OH "o , H

(frutopiranosila)
37 CONHCHQCHzCHgOH CH2C6H4NMe2-p, H
38 CONHCH,CH,CH,OH COCHI[(CH,)4NHoINH,, H (L-Lys)
39 CONHCH,CH,CH,OH COCH3;NMe, H (N,N-di-Me-glycila)
40 CONHCHzCHgCHgOH COCsH4CH2NH2-p, H
41 | CONHCH,CH,NMe; ‘E 1 " H

(frutopiranosila)
42 | CONHCH,CH,NMe; ", H

(tagatopiranosila)
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Ne Ry Rs,Ro
43 CONHCH,CH,;NMe; CH2Ce¢HsNMe,-p, H
44 CONHCH2CH2;NMe; COCHI(CH2)sNH,INH,, H (L-lisila)
45 CONHCH2CH,NMeo COCH:NMe,, H (N,N-di-Me-glicila)
46 CONHCH2CH,NMe» COCgH4CH>NH,-p, H
47 COOH COCgH4sCH>NH,-p, H
48 CONHCH>CHzNMe; H, Hr
49 CHs \@,H
(frutopiranosila)
50 CHs CH,CgHsNMe,-p, H
51 CHs COCHI(CH)sNH,INH,, H (L-lisila)
52 CHs CH3)3NH,, (CH,)sNH,
53 CHs H,H — cloridrato
54 CHj H,H — D-glutamato
55 CHs; H,H — L aspartato
56 CHs H,H - metil-sulfonato
57 CHs H,H — dicloroacetato

O Composto 28 é o sal de glutamato do composto 48.
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** HPLC de fase reversa analitica foi realizada sobre um instrumento de H-
PLC Shimadzu HPLC da série LC 10 sobre uma coluna Kromasil 100-C18 (4
x 250 mm, tamanho de particula de 6 pm) em uma volume de injegao de 20
HL e um comprimento de onda de 408 nm com taxa de fluxo de 1,0 mL/min.
Oo sistema de solvente compreendia:

A - HCOONH,4 a 0,2%, pH de 4,5 e MeCN. A propor¢ao de MeCN variava de
30 a 70% durante 30 min., B - HCOONH,4 a 0,2%, pH de 4,5 e MeCN: 25 —
65%, 40 min.; C - HCOONH,4 a 0,2%, pH de 4,5 e MeCN, 30 — 90 %, 30
min., 90 — 90%, 10 min.; D - sistema isocratico - MeCN a 35%.

™ Cloridrato.

Solubilidade em agua: + solubilidade em agua, + dificilmente soldvel, — inso-
luvel

# [M+H]+1 :

#* [M=H,O+Na]*’

Sintese de outros derivados de S44HP (Compostos 30 a 48)

Geral

As reagdes foram monitoradas através de TLC sobre laminas de
Silica-gel 60F254 da Merck em um sistema de solvente: | - CHCls: Me-
OH:H,O:HCOOH (13:6:1:0,1), Il - CHCIl3:MeOH:H,O:HCOOH (7:1:0,01:0,01),
- CHCIl3:MeOH:H,O:NH,OH conc. (13:7:1:0,1), IV - AcOEt:n-ProOH:
NH4OH conc. (15:10:10).

HPLC de fase analitica reversa foi realizada sobre um instru-
mento de HPLC Shimadzu da série LC 10 sobre uma coluna Kromasil 100-
C18 (4 x 250 mm, tamanho de particula de 6 um) em um volume de injecao
de 20 pL e um comprimento de onda de 408 nm com taxa de fluxo de 1,0
mL/min. O sistema de solvente compreendia: A - HCOONH, a 0,2%, pH de
4,5 e MeCN. A propor¢ao de MeCN variava de 30 a 70% durante 30 min.; B
- HCOONH, a 0,2%, pH de 4,5 e MeCN: 25 — 65%, 40 min.; C - HCOONH,
a 0,2%, pH de 4,5 e MeCN, 30 — 90 %, 30 min., 90 — 90%, 10 min.; D - sis-
tema isocratico - MeCN a 35%; E - Hz3PO4 a 0,01M em um pH de 2,6 e
MeCN, 30 — 70 %, 30 min. F - H3PO4 a 0,01M em um pH de 2,6 € MeCN,
40 — 80 %, 30 min.
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Derivados di-modificados de S44HP

N-Frutosil S44HP N,N-dimetilaminopropil amida (DMAP), -hidro-
xipropil amida (HP) ou -N,N-dimetilaminoetil (DMAE) amida (Compostos 30,
36, 41 respectivamente); N-tagatopironosil S44HP DMAP amida (Composto
31) ou N-tagatopironosil S44HP DMAE amida (Composto 42) (Esquema 1,
lado esquerdo).

1% Etapa (amidacdo) — S44HP DMAP _amida (Composto 11), HP amida
(Composto 12) ou DMAE amida (Composto 48)

A uma mistura de S44HP (36 mg, 0,04 mmol) e 0,12 mmol do
cloridrato de amina apropriado dissolvido em 0,6 mL de DMSO foi adiciona-
do, aos poucos, EtsN para ajustar o pH para 8-8,5 e, apds o que, durante 15
minutos, 0,06 mmol de reagente PyBOP. A mistura de reacao foi agitada em

temperatura ambiente durante 1 hora. Subsequente adicao de éter dietilico

(~5 mL) a mistura de reagao levou a um residuo oleoso, o qual foi sucessi-
vamente agitado com éter dietilico (5 mL x 2). Apds a adi¢cao de 8 mL de a-
cetona a esse 6leo, um precipitado amarelo de amida foi formado. O precipi-
tado foi filtrado, lavado com acetona e, entdo, seco in vacuo. A amida bruta
(85 - 90% de pureza através dos dados de HPLC e contendo sais) foi purifi-
cada através de cromatografia em coluna sobre Sephadex G-25 (Pharmacia
Fine Chemicals AB, Uppsala, Suécia). A coluna foi feita usando agua. A pu-
reza da fragao foi controlada através de HPLC, resultando em objetivagao da
pureza > 92% S44HP amida apropriada através de HPLC.

2° Etapa (Re-estruturacdo de Amadori de amidas)

D-Glicose ou D-galactose (0,086 mmol) foi adicionada a uma
solugao da S44HP amida apropriada (Compostos 11, 12, 48) (0,040 mmol)
em DMF (2 mL). A mistura de reagao foi mantida a 37°C durante 20 horas.
Entao, a mistura de reagao foi adicionada gota a gota a éter dietilico (50 mL).
O precipitado resultante foi filtrado, lavado com éter dietilico e seco. O com-
posto bruto (85 - 90% de pureza através dos dados de HPLC e contendo
sais) foi purificado através de cromatografia em coluna sobre Sephadex G-
25 (Pharmacia Fine Chemicals AB, Uppsala, Suécia). A coluna foi feita u-
sando agua. A pureza da fragao foi controlada através de TLC, sistema IV.
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Fragdes contendo o composto desejado foram coletadas e a solugao foi
concentrada. A adigdo de acetona proporcionou um precipitado amarelo, o
qual foi filtrado, lavado com acetona e seco in vacuo. O composto 41 foi ob-
tido como o cloridrato. A solu¢ao de Composto 41 em metanol, HCl a 0,1N
em metanol até um pH de ~4. A adi¢ao de éter dietilico proporcionou um
precipitado amarelo o qual foi filtrado, lavado com éter dietilico e seco in va-
cuo. A pureza do derivado de N-alquila de S44HP amida era de >92%. Os
dados analiticos para esses compostos (30, 36, 41, 31, 42) sao resumidos
na Tabela 4 acima.

N-(4-N,N-Di-metilaminobenzil) S44HP DMAP amida, -HP_amida ou -DMAE
amida (Compostos 32, 37, 43, respectivamente) (Esquema 1 (fig 10), lado
direito)

1% Etapa (amidacao). S44HP DMAP_amida (Composto 11), HP
amida (Composto 12) ou DMAE amida (Composto 48) foram obtidos con-
forme descrito acima para o Composto 30 (12 Etapa).

2?2 Etapa (N-alquilacdo redutiva de amidas)

A solugao de 4-N,N-dimetilaminobenzaldeido (0,065 mmol) e a
S44HP amida apropriada (Composto d11, 12 ou 48) (0,022 mmol) em DMF
(2 mL) foi mantida a 37°C durante 2 h, entao, NaBH;CN (4,1 mg, 0,065
mmol) foi adicionado. A mistura de reagao foi mantida a 37°C durante 20 h.

Adicao de éter dietilico (10 mL) levou a um residuo oleoso, o qual foi agitado
sucessivamente com éter dietilico (10 mL x 2). Um precipitado amarelo foi
formado apéds adigao de acetona (10 mL). O precipitado foi filtrado, lavado
com éter dietilico e seco. O composto bruto contendo sais foi purificado atra-
vés de silica-gel da Merck usando o sistema CHCIl3:MeOH:H,O:HCOOH
(13:6:1:0,1). A pureza da fragao foi controlada através de TLC, sistema |.
Fragcdes contendo o composto desejado foram coletadas e a solugao foi
concentrada. A adi¢cao de acetona proporcionou um precipitado amarelo, o
qual foi filtrado, lavado com acetona e seco in vacuo. A pureza do derivado
de N-alquila da S44HP amida apropriada era de >92%. Os dados analiticos
para esses compostos sao resumidos na Tabela 4 acima.
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N-(N,N-dimetilglicil) S44HP DMAE amida, -HP amida ou -DMAP amida
(Compostos 39, 45, 34, respectivamente) (N-aminoacilacdo de amidas, Es-

quema 2 (Fig 11, lado esquerdo)

A uma mistura de N, N-dimetilglicina (0,04 mmol) e S44HP DMAE
amida apropriada (Composto 48), -HP amida (Composto 12) ou -DMAP ami-
da (Composto 11) (veja Esquema 1) (0,02 mmol) em 0,5 mL de DMSO, Et;N
para ajustar o pH para 8 foi adicionado e, apds o que, 0,03 mmol de reagen-

te PyBOP aos poucos durante 15 minutos. A mistura de reagao foi agitada
em temperatura ambiente durante 1 hora. Subsequente adi¢gao de éter dieti-
lico (~3 mL) a mistura de rea¢ao levou a um residuo oleoso, o qual foi agita-
do sucessivamente com éter dietilico (3 mL x 2). Apds a adicao de 5 mL de
acetona a esse 6leo, um precipitado amarelo de amida foi formado. O preci-
pitado foi filtrado, lavado com acetona e, entdo, seco in vacuo, proporcio-
nando N-(N,N-dimetilglicil) S44HP DMAE amida, -HP amida ou -DMAP ami-
da (Compostos 39, 45, 34). Os dados analiticos para esses compostos sao
resumidos na Tabela 4 acima.
N-(N-L-Lisil) S44HP HP amida e -DMAE amida (Compostos 38 e 44, respec-
tivamente)(Esquema 2, lado direito)
12 Etapa: (N-[N-Fmoc-aminolacilagdo) -- N-(Na,Ne-di-Fmoc-L-lisil) S44HP

A solugdo esfriada para ~+5°C de No,Ne-di-(9-fluorenilmetoxicar-
bonil)-L-lisina (180 mg, 0,33 mmol), N-hidroxibenzotriazol (54 mg, 0,4 mmo-
les) em DMF seca (1,2 mL), DCC (62 mg, 0,3 mmol) foi adicionado e a mis-

tura de reacao foi agitada a ~+5°C durante 1 h. O residuo de DCU foi filtrado
e o eluato combinado foi adicionado a S44HP (184 mg, 0,2 mmol) em DMF
(1,0) mL). Entdo, a mistura de reagao, (i-Pro):EtN (0,1 mL, 0,81 mmol) foi
adicionado gota a gota durante 10 minutos sob agitagao. A mistura de rea-
¢ao foi agitada em r.t. durante 2 h sob controle por TLC no sistema: CH-
Cl3:MeOH:H,O:HCOOH (6:1:0,01:0,02) e, entao, 20 mL de etil éter foram
adicionados. O precipitado obtido foi filtrado, lavado através de uma mistura
de etil éter:acetona (1:1, 10 ml x 3) e seco in vacuo, proporcionando 202 mg
de pé amarelo. O composto bruto foi purificado através de cromatografia em
coluna sobre silica-gel da Merck. A coluna foi feita usando o sistema: CH-
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Cl3:MeOH:H,O:HCOOH (9:1:0,01:0,02 — 7:1:0,01:0,02). A pureza da fragao
foi controlada através de TLC no sistema Il. Fragées contendo o composto
desejado coletado e a solugao foram concentradas. A adigdo de acetona
proporcionou um precipitado amarelo, o qual foi filtrado, lavado com acetona
e seco in vacuo, proporcionando 60 mg de N-[N',N'-di-(9-fluorenilmetoxi-
carbonil)-L-lisil] S44HP pura (>96%, HPLC, Rt = 22,80, sistema B ). Espectro
de massa por MALDI. Encontrado: 1500,542 [M-H,O+Na]*'. Calculado para
Cg3H10sN3022 1495,72 (Massa exata).
2% Etapa (amidacdo de N-(No,Ne-di-Fmoc-L-lisil) S44HP - N-( No, Ne-di-
Fmoc-L-lisil) S44HP HP amida ou -DMAE amida

A uma mistura de N-(No, Ne-di-Fmoc-L-lisil) S44HP (0,02 mmol)
e 0,06 mmol de cloridrato de 3-hidroxipropil amina ou dicloridrato de 4-(N,N-
dimethilaamino) propil amina dissolvido em 0,3 mL de DMSO foi adicionado,
aos poucos, EtsN para ajustar o pH para 7-7,5 e, apds o que, durante 15 mi-
nutos, 0,03 mmol de reagente PyBOP. A mistura de reagao foi agitada em

temperatura ambiente durante 1 hora sob controle por TLC no sistema de
CHCI3:MeOH:H,0:NH4OH conc. (5:1:0,01:0,01). Subsequente adi¢do de éter
dietilico (~3 mL) a mistura de reagao levou a um residuo oleoso, o qual foi
agitado sucessivamente com éter dietilico (3 mL x 2). Apés a adigdo de 5 mL
de acetona a esse 6leo, um precipitado amarelo de amida foi formado. O
precipitado foi filtrado, lavado com acetona e, entado, seco in vacuo, propor-
cionando a N-(No, Ne-di-Fmoc-L-lisil) S44HP HP-amida ou (No., Ne-di-Fmoc-
L-lisil) S44HP —DMAE amida apropriada com a pureza de ~90%, através dos
dados de HPLC: Rt = 21,43 (C) e 20,39 (B), respectivamente. Dados de
TLC: Rf = 0,47 e Rf = 0,43, respectivamente, no sistema de CHCI3: MeOH:
H20:NH4OH conc. (5:1:0,01:0,01).

3% Etapa (Fmoc remog&o)

A N-(No, Ne-di-Fmoc-L-lisil) S44HP amida apropriada (30 mg) foi
dissolvida em DMSO (3 mL), piperidina (0,1 mL) foi adicionada. Apds 2 h em
temperatura ambiente, éter dietilico (~7 mL) foi adicionado, um residuo oleo-
so se formou e foi agitado sucessivamente com éter dietilico (7 mL x 2). Adi-

¢ao de acetona (10 mL) proporcionou um precipitado amarelo, o qual foi fil-
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trado, lavado com éter dietilico e seco in vacuo. O Composto 44 foi obtido
como o cloridrato. A solugdo de Composto 44 em metanol, HCI a 0,1N em
metanol foi adicionado até um pH de ~4. A adi¢ao de éter dietilico proporcio-
nou um precipitado amarelo, o qual foi filtrado, lavado com éter dietilico e seco
in vacuo. Os dados analiticos para esses compostos sao resumidos na Tabela
4 acima.
N-(4-Aminometilabenzoila) S44HP DMAP amide, -HP_amida, -DMAE amida
(Compostos 35, 40, 46 respectivamente)(Esquema 3,fig 12, lado esquerdo).
12 Etapa (N-[4-Fmoc-aminometil] benzoilacdo) — N-(4-Fmoc-aminometil ben-
2oil) S44HP

Os derivados foram obtidos nas condigdes conforme para o
Composto 38 (12 Etapa). A uma solugao de acido 4-N-Fmoc-aminometilben-
z6ico (80 mg, 0,022 mmol) e S44HP (100 mg, 0,11 mmol) em DMSO (3 mL),
EtsN para ajustar o pH para 7 e PyBOP (90 mg, 0,165 mmol) foi adicionado. A
mistura de reacao foi mantida em r.t. durante 20 h e, entdao, gota a gota a éter

dietilico (200 mL) foi adicionado. O precipitado amarelo foi filtrado e purificado
através de cromatografia em coluna sobre Silica-gel da Merck para cromato-
grafia em coluna (0,040 — 0, 063 mm) no sistema de CHCIl3;:MeOH: HCOOH
(3:1:0,01) para proporcionar N-(4-N-Fmoc-aminometil)benzoil S44HP (Com-
posto 47) com a pureza de ~95%, através dos dados de HPLC (Rt = 18,18,
sistema B). TLC (Rf = 0,61, I).

22 Etapa (Amidacdo de N-[4-Fmoc-aminometillbenzoil S44HP) - N-(4-Fmoc-
aminometilbenzoil) S44HP DMAP amida, -HP amida ou -DMAE amida

Os derivados foram obtidos nas condigdes conforme para o
Composto 38 (2° Etapa), comeg¢ando a partir de N-(4-Fmoc-aminometilben-
20il) S44HP e a DMAP-, HP- ou DMAE amina apropriada e usando reagente
PyBOP. A mistura de reagao foi agitada durante 4 h. A pureza era de ~ 85 -
93%, através dos dados de HPLC: N-(4-Fmoc-aminometilbenzoil) S44HP
DMAP amida (Rt = 15,88, B; Rf = 0,25, 1), N-(4-Fmoc-aminometilbenzoil)
S44HP HP amida (Composto 12) (Rt = 17,14, B; Rf = 0,60, 1) ou N-(4-Fmoc-
aminometilbenzoil) S44HP DMAE amida (Rt = 15,95, B; Rf = 0,24, ).
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32 Etapa (Fmoc-remocao)

Os derivados foram obtidos nas condi¢des conforme para o
Composto 38 (3% Etapa), comegando a partir de N-(4-Fmoc-aminometilben-
zoil) S44HP DMAP amida, -HP amida ou -DMAE amida. Os dados analiticos
para esses trés compostos sao resumidos na Tabela 2 abaixo.
N-L-lisil S44HP DMAP-amida (Composto 33)(Esquema 3, lado direito)
12 Etapa (Amidagdo) - S44HP DMAP-amida (Composto 11)

S44HP DMAP amida foi obtida conforme para o Composto 33
(Esquema 1, lado esquerdo). A pureza era de ~90% (HPLC).
22 Etapa (N-[N-Fmoc-aminojacilacdo de DMAP_amida)-N-(No., Ne-di-Fmoc-L-
lisil) S44HP DMAP-amida

A uma solugao de S44HP DMAP amida (0,02 mmol) em DMSO
(0,5 mL) de No,Nedi-Fmoc-L-lisina (0,04 mmol) e Et;N foram adicionados

(pH de 7-7,5) e, apds 0 que, durante 15 minutos, 0,03 mmol de reagente
PyBOP. A mistura de reacgao foi agitada em temperatura ambiente durante 1
hora. Subsequente adigao de éter dietilico (~3 mL) a mistura de reagao le-
vou a um residuo oleoso, o qual foi agitado sucessivamente com éter dietili-
co (3 mL x 2). Apds a adicao de 5 mL de acetona a esse 6leo, um precipita-
do amarelo de amida foi formado. O precipitado foi formado, lavado com a-
cetona e, entao, seco in vacuo, proporcionando N-(Na,Ne-di-Fmoc-L-lisil)
S44HP DMAP amida, com a pureza de ~95%, através dos dados de HPLC
(Rt = 22,01, sistema B).

32 Etapa (Fmoc-remocdo)

Os derivados foram obtidos nas condi¢oes conforme para o
Composto 38 (3% Etapa), comeg¢ando a partir de N-(No,Ne-di-Fmoc-L-lisil)
DMAP amida. Os dados analiticos para esses dois compostos sdao resumi-
dos na Tabela 4 acima.

Derivados mono-modificados de S44HP

N-(4-Aminometilbenzoil) S44HP (Composto 47)(veja Esquema 4,
Fig 13, Fmoc-remogao) foi obtido sob as condigdes conforme para o Com-
posto 38 (3* Etapa), comeg¢ando a partir de N-(4-Fmoc-aminometilbenzoil)
S44HP (obtido de acordo com o Esquema 3, 12 Etapa). Os dados analiticos
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para esses dois compostos sao resumidos na Tabela 4 acima.

N, N-dimetilaminoetila (DMAE) S44HP amida (Composto 48) (método alter-
nativo, Esquema 5, fig 14)

12 Etapa (Fmoc-introducdo) N-Fmoc-S44HP

A uma solugéo agitada de 500 mg (0,5 mmol) de S44HP bruto
em 6 mL de DMF:MeOH (5:1), 0,057 mL (0,65 mmol) de piridina e 360 mg
(1,0 mmol) de FmocOSu foram adicionados aos poucos. A mistura de rea-
cao foi agitada em temperatura ambiente durante 4 h. Subsequente adicao
de éter dietilico (20 mL) a mistura de reag¢ao levou a um precipitado amarelo
de N-Fmoc-S44HP. O precipitado foi filtrado e lavado com éter dietilico e
seco. O N-Fmoc-S44HP bruto foi purificado através de cromatografia sobre
silica-gel da Merck no sistema de CHCIl;:MeOH:H,O:HCOOH (13:6:1:0,05) a
fim de proporcionar ~ 30% de N-Fmoc-S44HP com a pureza de 94% através
de HPLC (Rt = 20,49, sistema: H3PO4 a 0,01M em um pH de 2,6 e MeCN, 40
— 80 %, 30 min. TLC 0,39 (llI).

22 Etapa (Amidacdo) N-Fmoc-S44HP DMAE amida

A uma solugao agitada de 115 mg (0,10 mmol) de N-Fmoc-
S44HP em 2 ml de DMSO, 37 mg (0,30 mmol) de cloridrato de N,N-
dimetilaminoetilamina e Et;N para ajustar o pH para 7 — 7,5 foram adiciona-
dos. 78 mg (0,15 mmol) de PyBOP foram adicionados aos poucos; o pH da
mistura de reagao foi mantido em 7 — 7,5 através da adicao de EtzN. A mis-

tura de reagao foi agitada em temperatura ambiente durante 1 h. Subse-
quente adigao de éter dietilico (5 mL) a mistura de reagao levou a um resi-
duo oleoso, o qual foi agitado sucessivamente com éter dietilico (5 mL). Adi-
¢ao de acetona (10 mL) levou a um precipitado amarelo, o qual foi filtrado,
lavado com acetona e seco para proporcionar N-Fmoc-S44HP DMAE amida
com a pureza de ~92%, através dos dados de HPLC (Rt = 14,50, sistema A).
3% Etapa (Fmoc-remogao)

O derivado - (Composto 48) foi obtido nas condigdes conforme
para o Composto 38 (3% Etapa), comegando a partir de N-Fmoc-S44HP
DMAE amida. Os dados analiticos para esse compostos sdo resumidos na
Tabela 4 acima.
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Composto 1 puro: purificacado de Composto 1, comecando a partir da amos-
tra de Composto 1 bruto (Esquema 6, Fig 15)
12 Etapa (Fmoc-introducao e purificagdo)

N-Fmoc-Composto 1

A uma solugao agitada de 2000 mg (2,0 mmoles) de Composto 1
bruto (contendo composto 1 - 81,5%, S44HP - 8,27% e impureza desconhe-
cida de ~10% através dos dados de HPLC, sistema B) em 40 mL de DMSO,
EtsN foi adicionado para ajustar o pH para 7-7,5. 1400 mg (4,0 mmoles) de
FmocOSu foram adicionados aos poucos; o pH da mistura de reagao foi
mantido em 7-7,5 através da adigao de EtzN. A mistura de reagao foi agitada
em temperatura ambiente durante 2 h. Subsequente adi¢ao de éter dietilico
(200 mL) a mistura de reagao levou a um residuo oleoso, o qual foi agitado
sucessivamente com éter dietilico (150 mL x 3). Apds a adigao de 50 mL de
acetona a esse residuo, éter dietilico (50 mL) foi adicionado para proporcio-
nar um precipitado amarelo. O precipitado foi filtrado e lavado com éter dieti-
lico e seco in vacuo, proporcionando 2200 mg de N-Fmoc-composto 1 bruto,
o qual foi purificado através de cromatografia em coluna sobre silica-gel da
Merck no sistema de CHCl3:MeOH:H,O:NH4OH a 25% (13:6:1:0,05) a fim de
proporcionar 650 mg (~30%) de N-Fmoc-composto 1 com a pureza de 86%
através de HPLC (Rt = 18,44, sistema C).

2" etapa (Fmoc-remocio)

Fmoc-composto 1 (400 mg) foi dissolvido em DMSO (60 mL),

piperidina (0,2 mL) a 15°C foi adicionada. Apés 2 h a 15°C, éter dietilico (~50

mL) foi adicionado; um residuo oleoso se formou e foi agitado sucessiva-

mente com éter dietilico (50 mL x 3). Adicdo de acetona (10 mL) e éter dieti-
lico (20 mL) proporcionou um precipitado amarelo, o qual foi filtrado, lavado
com éter dietilico e seco in vacuo, proporcionando 300 mg de composto 1
puro. A porgao de composto 1 puro para HPLC foi obtida como o cloridrato.
A solugdo de composto 1 (base) em metanol, HCl a 0,1N em metanol em um
pH de ~4 foi adicionado. A adi¢ao de éter dietilico proporcionou um precipi-
tado amarelo, o qual foi filtrado, lavado com éter dietilico e seco in vacuo
com a pureza de 92,1% através dos dados de HPLC (cloridrato, Rt = 11,37,
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sistema A).
Derivados mono-modificados de Composto 1 (Esquema 7, fig 16)
N-Frutopiranosil-Composto 1 (Composto 49) (Re-estruturacido de Amadori)

D-Glicose (0,086 mmol) foi adicionada a uma solugdo de com-
posto 1 (0,040 mmol) em DMF (2 mL). A mistura de reacao foi mantida a
37°C durante 20 horas. Entao, a mistura de reagao foi adicionada gota a go-
ta a éter dietilico (50 mL). O precipitado resultante foi filtrado, lavado com
éter dietilico e seco. Composto bruto (85 - 90% de pureza através dos dados
de HPLC e contendo sais) foi purificado através de cromatografia em coluna
sobre Sephadex G-25 (Pharmacia Fine Chemicals AB, Uppsala, Suécia). A
coluna foi feita usando agua. A pureza da fragao foi controlada através de
TLC, sistema IV. Fragdes contendo o composto desejado foram coletadas e
a solugao foi concentrada. A adigao de acetona proporcionou um precipitado
amarelo, o qual foi filtrado, lavado com acetona e seco in vacuo. O composto
41 foi obtido como o cloridrato. A solugdo de Composto 49 em metanol, HCI
a 0,1N em metanol a um pH de ~4 foi adicionado. A adi¢ao de éter dietilico
proporcionou um precipitado amarelo o qual foi filtrado, lavado com éter die-
tilico e seco in vacuo. Os dados analiticos para N-Frutopiranosil-Composto 1
(Composto 49) sao resumidos na Tabela 2 abaixo.
N-(4-N,N-Di-metilaminobenzil) Composto 1 (Composto 50)(N-alquilacdo re-
dutiva

A solugao de 4-N, N-dimetilaminobenzaldeido (0,065 mmol) e
Composto 1 (0,022 mmol) em DMF (2 mL) foi mantida a 37°C durante 2 h,
entdao, NaBH3;CN (4,1 mg, 0,065 mmol) foi adicionado. A mistura de reagao
foi mantida a 37°C durante 20 h. Adigao de éter dietilico (10 mL) levou a um
residuo oleoso, o qual foi agitado sucessivamente com éter dietilico (10 mL x
2). Um precipitado amarelo foi formado apds a adigao de acetona (10 mL). O
precipitado foi filtrado, lavado com éter dietilico e seco. O composto bruto
contendo sais foi purificado através de cromatografia em coluna sobre silica-
gel da Merck usando o sistema de CHCl;:MeOH:H,O:HCOOH (13:6:1:0,1). A
pureza da fragao foi controlada através de TLC, sistema |. Fragbes contendo o

composto desejado foram coletadas e a solugao foi concentrada. A adi¢cao de
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acetona proporcionou um precipitado amarelo, o qual foi filtrado, lavado com
acetona e seco in vacuo. Os dados analiticos para N-(4-N,N-Di-metilamino-
benzil) Composto 1 (Composto 50) sao resumidos na Tabela 4 acima.
N-L-Lisil-Composto 1 (Composto 51)

12 etapa (N-[N-Fmoc-amino] acilacao)

Solugéo de Composto 1 (50 mg, 0,055 mmol) em DMF seca (1
mL) foi esfriada a 10°C e, entado, Et;N (7,5 pl, 0,055 mmol) e N-Oxi-succini-
mida éster de N',N'-di-Fmoc-L-lisina (57 mg, 0,083 mmol) foram adicionados.
A mistura de reagéao foi agitada nessa temperatura durante 1 hora. A corren-
te de reagao foi controlada através de TLC em um sistema de solventes
de CHCI3-MeOH (6:1). Adigao de éter dietilico (~5 ml) a mistura de reagao
levou a um precipitado amarelo, o qual foi filtrado, lavado com éter dietilico,
seco in vacuo e purificado através de cromatografia em coluna sobre silica-
gel (sistema de CHCI3-MeOH com gradiente de MeOH 0—10%). Fragdes
contendo o composto desejado foram coletadas, a solugao foi concentrada e
a adigao de éter dietilico proporcionou um precipitado amarelo, o qual foi
filtrado, lavado com éter dietilico e seco in vacuo. TLC: Rf = 0,6 (CH-
Cl3-MeOH a 6:1). HPLC: Rt = 13,08 (HCOONH, a 0,2%, pH de 4,5 e MeCN:
75 — 90%, 20 min, 90 — 90%, 10 min).

2’ etapa (Fmoc-remocéo)

Ao sdlido amarelo isolado (22 mg, 0,015 mmoles) em DMSO/
MeOH a 10:1 (1 mL), piperidina (4,5 p!, 0,045 mmoles) foi adicionada. Apds
30 min de agitagao em temperatura ambiente, éter dietilico (~3 mL) foi adi-
cionado; um residuo oleoso se formou e foi sucessivamente agitado com
éter dietilico (3 mL x 2). Adi¢gao de acetona (2 mL) proporcionou um precipi-
tado amarelo, o qual foi filtrado, lavado com éter dietilico e seco in vacuo. Os
dados analiticos para N-L-Lisil-Composto 1 (Composto 51) sdo resumidos na
Tabela 4 acima.

N,N-Di-(3-aminopropil)-composto 1 (Composto 52)

12 etapa (N-alquilacdo redutiva)

A uma solugdo de N-Fmoc-3-aminopropionaldeido (160 mg,
0,054 mmol) e Composto 1 (100 mg, 0,011 mmol) em DMF (3 mL) foi adicio-
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nado NaBH;CN (34 mg, 0,054 mmol). A mistura de reagao foi mantida a
37°C durante 20 horas e, entao, adicionada gota a gota a éter dietilico (200
mL). O precipitado amarelo foi filtrado e purificado através de cromatografia
rapida sobre Silica-gel da Merck para cromatografia em coluna (0,040 —
0,063 mm) em um sistema de gradiente linear de CHCl;: MeOH: HCOOH
(3:1:0,01) —» CHCI3:MeOH:H,O:HCOOH (13:6:1:0,1) para proporcionar o
precipitado amarelo de N,N-Di-(N-Fmoc-3-aminopropil) Composto 1. Dados
de HPLC: Rt= 27,43 (C).

2?2 etapa (Fmoc-remogao)

A uma solugao de N,N-di-[3-(N-Fmoc)-aminopropil]-S44HP em
DMSO (3 mL), piperidina (0,1 mL) foi adicionada. Apds 2 h em temperatura
ambiente, éter dietilico (~7 mL) foi adicionado e um residuo oleoso se for-
mou, o qual foi sucessivamente agitado com éter dietilico (7 mL x 2). Adigao
de acetona (10 mL) proporcionou um precipitado amarelo, o qual foi filtrado,
lavado com éter dietilico e seco in vacuo. Os dados analiticos para N,N-Di-
(3-aminopropil) Composto 1 (Composto 52) sao resumidos na Tabela 4 aci-
ma.
Sais de Composto 1
L-aspartato (55), L-glutamato de Composto 1 (29), D-glutamato (54)
Composto 1 (13 mg, 0,015 mmol) foi dissolvido em 0,2 ml de
DMSO e, entao, a solugao correspondendo ao aminoacido (0,015 mmol) em

0,1 ml de agua foi adicionada. A mistura de reagao foi mantida em tempera-
tura ambiente durante 15 minutos. Adicao de éter dietilico (~2 ml) a mistura
de reagao levou a um residuo oleoso, o qual foi agitado sucessivamente com
éter dietilico (2 ml x 2). Apds a adicao de 3 ml de acetona a esse 6leo, um
precipitado amarelo de sal foi formado. O precipitado foi filtrado, lavado com
acetona e, entao, seco in vacuo.

Metil-sulfonato (56), dicloroacetato (57)

O écido correspondente (0,015 mmoles) foi dissolvido em 0,1 ml
de DMSO e, entéo, foi adicionado a solu¢gao de Composto 1 (13 mg, 0,015
mmol) em 0,1 ml de DMSO. A mistura de reagao foi mantida em temperatura
ambiente durante 5 minutos. Adicao de éter dietilico (~2 ml) a mistura de
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reagao levou a um residuo oleoso, o qual foi agitado sucessivamente com
éter dietilico (2 ml x 2). Apés a adicao de 3 ml de acetona a esse 6leo, um

precipitado amarelo de sal foi formado. O precipitado foi filtrado, lavado com
acetona e, entao, seco in vacuo.

Cloridrato de Composto 7 (53)

A solugdo de Composto 1 (13 mg, 0,015 mmol) em 0,2 ml de
DMSO foi adicionado 0,15 ml (0,015 mmol) de solu¢do aquosa de HCI a
0,1N. A mistura de reagao foi mantida em temperatura ambiente durante 5
minutos. Adi¢ao de éter dietilico (~2 ml) a mistura de reagao levou a um re-
siduo oleoso, o qual foi agitado sucessivamente com éter dietilico (2 ml x 2).
Apéds a adigao de 3 ml de acetona a esse 6leo, um precipitado amarelo de
sal foi formado. O precipitado foi filtrado, lavado com acetona e, entdo, seco
in vacuo.

Todas as amostras foram obtidas em rendimentos de cerca de
90% e eram soluveis em agua.
DETERMINACAO DE ATIVIDADE ANTIFUNGICA E TOXICIDADE
Estudo de suscetibilidade antifungica (1)

Testagem de suscetibilidade antifungica de levedos e fungos
filamentosos (mofos) foi determinada usando o método de microdiluigao de
caldo descrito nos documentos da NCCLS M27-A [Reference method for
Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts, ISBN 1-56238-328-
0, Pensilvania, 1997] e M38-A [Reference method for Broth Dilution Antifun-
gal Susceptibility Testing of Filamentous Fungi: Approved Standard, ISBN 1-
56238-470-8, Pensilvania, 2002], respectivamente.

Meio e tampao. O meio RPMI 1640 com L-glutamina e vermelho
de fenol, sem bicarbonato de sddio, suplementado com glicose a 0,2% (ICN

Biomedicals Inc., Ohio, USA), tamponado com &acido morfolinopropano-
sulfénico a 0,165 M (MOPS; ACROS ORGANICS, New Jersey, USA), pH de
7,0, foi usado no estudo.

Agentes antifungicos. Os compostos foram inicialmente solubili-
zados em sulféxido de dimetila (DMSO) em uma concentragao inicial de
1600 pg/mL. Séries de diluicdes (1600 a 3,13 pyg/mL) foram preparadas a




10

- 15

20

25

30

64

partir das solugdes de estoque no mesmo solvente. Entdao, essas solugoes
de DMSO foram diluidas 50 vezes (primeiro, 10 vezes e, entao, 5 vezes) no
meio de teste. Finalmente, elas foram diluidas 2 vezes quando inoculadas, o
que reduziu a concentragao final de solvente para 1% (concentragdes finais
de agentes antifungicos eram de 16 a 0,13 yg/mL). As solugdes foram pre-
paradas exatamente antes de uso.

Organismos. Os organismos usados para testagem de suscetibi-
lidade foram: Candida albicans ATCC 14053, Cryptococcus humicolus ATCC
9949, Aspergillus niger ATCC 16404 e Fusarium oxysporum VKM F-140 (=
CMI, IMI 90473). Os organismos foram armazenados sobre laminas de agar
de dextrose de batata e em solugao de glicerol a 50% a -70 °C. Para arma-
zenamento a curto prazo, culturas de estoque foram armazenadas sobre
laminas de agar a 4 °C. As culturas de levedos foram sub-cultivadas sobre
agar de dextrose de Sabouraud (SAB) e incubadas durante 24 horas a 35 °C
(Candida albicans) ou durante 48 horas a 25 °C (Cryptococcus humicolus)
para obter uma cultura pura recentemente crescida. As culturas de mofos
foram sub-cultivadas sobre agar de dextrose de batata e incubadas durante
7 dias a 35 °C (Aspergillus niger) ou durante 2 dias a 35 °C, entdo, 5 dias a
25 °C (Fusarium oxysporum) para assegurar esporulagdo maxima.

Preparo de indculo

Para levedos, o indculo inicial foi preparado através de suspen-
séo de coldnias de culturas em solugao salina estéril a 0,85%. A suspensao
resultante foi submetida a turbilhonamento e ajustada, com um espectrofo-
tometro, a 530 nm para ser equivalente a turbidez de McFarland a 0,5 M (1 x
10° a 5 x 10° CFU/mL). A suspensdo de levedo de estoque foi diluida a
1:1000 com meio para obter o indculo de teste a duas vezes (1 x 10° a 5 x
10° CFU/mL).

Para mofos, as suspensbdes de estoque foram preparadas co-
brindo as col6nias fungicas maduras com solugdo salina a 0,85% estéril e
raspando ligeiramente. 1% (v/v) do agente de umedecimento Tween 20 foi
adicionado a solugao salina para preparo do inéculo de Aspergillus. Final-

mente, as suspensdes foram submetidas a turbilhonamento durante 15 s
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para decompor os grumos de ceélulas e, entao, filtradas através de quatro
camadas de gaze estéril. As densidades das suspensdes de esporos conidi-
ais foram medidas a 530 nm e ajustadas para 0,09 — 0,11 para Aspergillus
niger e 0,15 - 0,17 para Fusarium oxysporum. Essas suspensodes foram dilu-
idas a 1:50 com o meio padrao. As diluigdes de indculo a 1:50 correspondi-
am a 2x a densidade necessaria de aproximadamente 0,4 x 10* a 5 x 10*
CFU/mL.

A quantificagao de inéculo foi realizada através de diluicao em
lamina do indculo sobre agar de dextrose Sabouraud para determinar o nu-
mero viavel de CFU por mililitro.

Técnica de Microdiluicao

Laminas de microtitulagdo com fundo plano de 96 pocgos foram
usadas para testagem. 100 pl indculo diluido foram distribuidos em cada po-
¢os de microdiluicao contendo 100 pl das diluigdes duplas de compostos.
Controles isentos de farmaco e isentos de levedo/mofo foram incluidos. Ban-
dejas de microdiluigao foram incubadas a 35 °C (Candida albicans e mofos)
ou 25 °C (Cryptococcus humicolus) sem agitacdo e observadas com relagao
a presencga ou auséncia de crescimento visivel. Um escore numérico de 0 a
4 foi fornecido a cada pog¢o usando a seguinte escala: 0 = opticamente clara
ou auséncia de crescimento, 1 = ligeiro crescimento (25% do controle de
crescimento), 2 = redugado proeminente no crescimento (50% do controle de
crescimento), 3 = ligeira redugao no crescimento (75% do controle de cres-
cimento), 4 = sem redugao no crescimento. Concentragdes inibitérias mini-
mas (MICs) foram lidas a 48 horas.

As MICs para cada um dos compostos testados foram definidas
como a menor concentragao de agentes antifungicos que impedem qualquer
crescimento visivel do organismo (escore de crescimento = 0). Para elucidar
as ligeiras diferengas entre os agentes, em alguns casos, as MIC’s para mo-
fos foram adicionalmente definidas como as menores concentragdes com
um escore de crescimento = 1 (25% do controle de crescimento). Os resul-

tados sao mostrados na Tabela 5 abaixo.
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Tabela 5. Atividade antifungica de compostos

MIC pg/mL*
Candida Cryptococcus | Aspergillus ‘
Composto | albicans humicolus niger ATCC Fusarium . oxyspo-
rum VKM F-140
ATCC 14053 | ATCC 9949 16404
AmB 1 1 1 4
S44HP 1 1 1 4
1 1 1 1 2
5 2 4 4 4
6 2 2 4 4
7 2 1 2 8
8 2 2 4 8
9 1 1 2 4
10 2 2 4 8
1 1 1 2 2
12 1 1 2 2
13 1 1 1 4
14 1 1 2 4
15 1 2 2 4
16 1 1 2 8
17 1 1 2 8
18 1 1 2 8
19 2 2 2 8
20 2 2 4 >16
21 2 4 4 4
22 1 1 1 1
23 4 4 8 8

*MICs sao medidas como as menores concentragées de agentes que impe-
dem qualquer crescimento visivel. Os resultados dos experimentos eram
reproduziveis. Em casos de coincidéncia total dos dados obtidos, a MIC é
representada como um unico numero.
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Os resultados mostram que os compostos da invengao tém ati-
vidade antifungica. Mais especificamente, esses testes sugerem que uma
série de derivados de nistatina tém atividade antifungica comparavel a Anfo-
tericina B e S44HP (por exemplo, compostos nos. 1, 9, 11, 12, 13, 14 e 22).
Estudo de suscetibilidade antifungica (2)

A atividade antifungica de varios dos derivados de nistatina foi
ainda investigada. O método usado no estudo (1) é o método internacional-
mente aceito para testagem de atividade antifungica, mas nao é muito sen-
sivel, uma vez que ele nao distingue prontamente entre compostos de ativi-
dade comparavel. A atividade antifungica de uma série dos derivados de
nistatina foi, portanto, determinada em um método o qual é criado para ser
mais sensivel.

O organismo de teste usado para a testagem adicional da bioati-
vidade do macrolideo de polieno foi Candida albicans ATCC 10231, crescido
em 120 wl de meio M19 padrao sem NaCl (com um inéculo de 1000 cfu por
po¢o) e 30 ul de amostras de macrolideo de polieno diluidas. Os antibidticos
podem ser diluidos em MeOH em série, assegurando um espectro de con-
centragdes, as quais proporcionaram resultados oscilando de inibicao com-
pleta de crescimento a nenhuma inibigdo do organismo de teste. As culturas
de organismo de teste com diluigées de antibidtico foram incubadas em la-
minas de microtitulagdo com 96 pog¢os a 30 °C sem agitagao e o crescimento
foi medido como ODugo apds 12, 14 e 16 horas sobre um leitor para lamina
de microtitulagao SpectraMax Plus. A OD foi plotada contra a concentracao
de antibidtico e a MICs, foi estimada a partir da curva de regressao em uma
inibicao de crescimento de 50%.

Os resultados sao mostrados na Tabela 6 abaixo.

Tabela 6
Composto MICso (ug/mL)
AmB 0,12
S44HP 0,12
1 0,07
9 0,13
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Tabela 6 —continuagéao-

Composto MICso (ug/mL)
11 0,12
12 0,14
15 0,20
22 0,07

Os resultados confirmam que uma série de analogos de nistatina
da invengao realmente tém atividade antifingica aprimorada comparado com
a anfotericina B e S44HP.

5 Atividades antifungicas de sais do Composto 1 (Tabela 7)

Os seguintes sais soluveis em agua sao testados:
COMPOSTO 1 cloridrato (53),
COMPOSTO 1 L-glutamato (29),
COMPOSTO 1 D-glutamato (54)
10 COMPOSTO 1 L-aspartato (55),
COMPOSTO 1 dicloroacetato (57)

Tabela 7
Composto No. / MIC (pg/ml)
Organismo
55 |29 |53 |54 |57 |1| S44HP

Candida albicans ATCC 14053 2 112|122 |1 1
Cryptococcus humicolus ATCC 9949 2 112121211 1
Aspergillus niger ATCC 16404 2 214 | 2|2|2 1
Fusarium oxysporum VKM F-140 2 214|122 |2 4

O Composto 1, L-glutamato (29), é o sal mais ativo do Composto 1.
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Agiyidades antifungicas de derivados de composto Tabelas 8 e 9)

Tabela 8

Composto 50 p-Dimetilaminobenzil-Composto 1

Composto 51 N-(L-Lisil)-Composto 1
Organismo MIC (ng/ml)

Composto 50 Composto 51 | Composto 1

Candida albicans 2 1 1
ATCC 14053
Cryptococcus humico- 2 1 1
lus ATCC 9949
Aspergillus niger ATCC 2 1 2
16404

Fusarium  oxysporum 8 2 2
VKM F-140

Os compostos 51 é o derivado mais ativo nesta série com ativi-
dade antifungica ligeiramente mais alta do que o antibiético de origem.
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Estudo de toxicidade in vitro

A toxicidade de varios derivados de nistatina foi testada a2 e 5
ug/mL e a 25 uM.

Compostos foram dissolvidos em DMSO para 5 mg/mL e amos-
tras de 0,1 mL com diferentes concentragdes foram preparadas em DMSO.
As amostras foram misturadas com 0,9 mL de tampao de PBS contendo
sangue de cavalo a 2,5% (PBS-HB; mantida sobre gelo) e incubadas a 37 °C
durante 30 min sem agitagao.

As células foram peletizadas através de centrifugagdao a 5000
rom durante 5 min e a hemdlise foi avaliada através de medicao da ODs4s. A
hemdlise de 100% foi definida como o valor de ODs4s Obtido a partir de uma
suspensao de sangue de cavalo a 2,5% em agua destilada.

Os resultados sdo mostrados nas Tabelas 10-12 abaixo.

Tabela 10. Hemdlise de eritrécitos de sangue humano (M+SE, %) sob a a-
¢ao de 2 e 5 ug/mL de antibiéticos

Amostra de | Conc. | Anf.B S44HP 13 14 16 DMSO
sangue # pg/mL
1 5 30 34,6 155 | 4,8 3,1 272
2 29,5 39,7 14 45 2,9 1,7
3 31,5 50,4 142 |53 3,4 1,4
MEDIA + SE 30,3+06 (41,6 =+|145 |49 +[31 =+[17 =
4,6 +0,5 | 0,2 0,14 0,2
1 2 4,4 12,3 33 |27 23
2 5,9 6,4 30 |25 2,2
3 8,0 7.5 49 |25 2,6
MEDIA = SE 6,1+1,0 (87+18(3,7+|25 +(24 =
06 |0,07 |0,12
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Tabela 11. Hemdlise de eritrécitos (M = SEM, %) sob a agao de 5 ug/mL de
antibidticos

Amostra de | Anf, B S44HP 7 15 1 12 DMSO

sangue # (92%)

1 39 73 5,8 2,8 3 5 1,4

2 38 64 5,0 24 3,4 4,3 2,2

3 42 56 5,0 27 3,3 4,0 1,5

Média+SE 39,7 =+(643+49|52 =+|26 |32 +(44 =|17 =
1,2 0,2 0,1 0,1 0,3 0,25

Tabela 12. Hemdlise de eritrécitos (M + SEM, %) sob a agao de 25 uM de
antibioticos

Amostra de |5 6 7 9 17 18
sangue #
2 2 0,9
1,8 2,4
2,1 3,3 1,9 4,8 5,3
1,0 7 1,9 12,2
1 3,7 1,7 18,0 1,7 3,0
1,9 4,3 1,3 16,7 1,7 3,2
1,9 22,4 2,1 9,7
1,3 3,2 1,0 25 0,8 1,0
16,2 3,3 1,5
Média + S.E.M. | 1,6+0,2 | 3,7 +0,6 | 1,5 +0,17 | 18,4 +1,9 | 2,4 +0,6 | 3,9 +1,3
N 7 7 7 6 6 6
P <0,001 | <0,01 <0,001 <0,001 <0,001 <0,05

Esses resultados mostram que os compostos da invengao sao
significativamente menos téxicos do que S44HP ou Anfotericina B. Isso é
altamente vantajoso, uma vez que os compostos da invengao podem, por-
tanto, ser usados em maiores quantidades sem efeito adverso.

TESTAGEM IN VIVO DE COMPOSTOS 1 e 11 (e outros)

Animais. Camundongos machos de hibridos de primeira gera-
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¢do (C57BI/6xDBA/2)F1 B6D2F1, peso de 20-22 g, recebidos da Central
farm. "Kryukovo" of Russian Academies of Medical Science (RAMS) foram
usados. Os animais foram mantidos em um viveiro em gaiolas plasticas (com
forragem de madeira dura em condi¢gdes ambientalmente controladas: 24 +
1°C, ciclo de claro/escuro de 12/12 horas) sob uma dieta padrao de ragao
em pélete com acesso facil a agua de beber (ad libitum). Apdés um periodo
de quarentena de 2 semanas, 0s animais saudaveis foram usados em traba-
Iho experimental.

Agente infeccioso. Candida albicans (cepa 14053 ATCC) foi u-
sada.

Agentes antifungicos. Solugdes de compostos 1 e 11 (e outros)

foram preparados "ex temporae" e foram mantidos em frascos de vidro escu-
ro para evitar o ingresso de luz. As solugdes foram preparadas como segue:
substancias antibidticas secas (5 mg) foram misturadas com deoxicolato de
sédio seco (4,1 mg) em um frasco de vidro estéril. 10 mL de tampao de fos-
fato (NaH.PO,4 — 1,59 g; Na,HPO,4 — 0,96 g; H,O — a 100 mL) foram adicio-
nados a mistura e a suspensao foi imediatamente submetida a agitagao vi-
gorosa durante 10 minutos até que suspensdes homogéneas fossem forma-
das. As suspensodes obtidas (2 mL) foram colocadas nos novos frascos de
vidro estéreis, 6 mL de solugdo de glicose a 5 % neutra estéril foram adicio-
nados e as solugdes resultantes (0,125 mg/mL) foram usadas para adminis-
tragcao intravenosa.

Preparados de anfotericina B e S44HP foram também prepara-
dos da mesma forma.
Toxicidade aguda

A toxicidade aguda de compostos 1 e 11 (e outros), bem como
da anfotericina B e S44HP foi determinada.

Os preparados de antibiético foram unicamente injetados na veia
caudal de camundongos dentro de 1-1,5 hora apds o preparo de solugdes. A
velocidade de inje¢ao nao excedia a 0,5 mL por minuto. Cada antibiético foi
usado em uma faixa de doses, resultando em letalidade de 0% a 100% e um

minimo de 3 doses intermediarias. Os animais foram aleatoriamente distribu-
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idos em grupos, cada um contendo 6 camundongos. MTD e LDs, de doses
que caracterizam a toxicidade foram calculadas com o método de "anadlise
proibitiva" de acordo com Litchfield — Wilcoxon (J Pharmacol Exp Ther 96:
99) através do programa de analise estatistica "StatPlus-3.5.0 — 2005". Os
resultados sao mostrados na Tabela 13 abaixo.

Tabela 13. Toxicidade aguda

Composto LDso (Mmg/kg) MTD (mg/kg)
Anfotericina B 2,8 2,01
S44HP 2,05 0,64
1 15,4 7.8
11 16,4 11,9
29 17,8 11,0
51 5,3 4,48
41 38,6 21,2
48 32,2 25,9
25 50,8 42,8
26 50,0 43,1
27 20,6 10,8
28 221 14,7

Atividade antifungica in vivo

Os animais foram infectados intravenosamente com cultura de
Candida albicans em uma dose de 1,0 milhdes CFU/camundongo (volume
de 0,1 mL). 30 minutos apds infeccao, os agentes antifungicos intravenosa-
mente introduzidos nos camundongos em varias doses em um volume de
0,2 mL (em uma taxa de 0,2 mL/30 segundos). Cada dose foi administrada
diariamente durante quatro dias, incluindo o dia de infecgao (0, 1, 2 e 3 dias).

Como um controle, houve um grupo de camundongos nao trata-
dos (infectados da mesma forma com Candida albicans). Também havia um
grupo com “"placebo" de animais nao infectados os quais foram intravenosa-
mente administrados (no mesmo volume que os preparados de agente anti-
fungico) 0,2 mL de solvente (tampao fosfatidico + glicose a 5% (1:1)).

Nenhuma atividade foi identificada sobre qualquer um dos gru-

pos com “placebo”. Também, Candida albicans nunca foi encontrada em
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animais nao infectados.

No 5° dia de experimento, os camundongos foram pesados e
sofreram eutanasia (mortos) através de deslocamento cervical. Entao, em
condigbes estéreis, a carga de Candida albicans de cada camundongo foi
determinada através de contagem de homogenatos vidveis dos rins. Os rins
foram removidos assepticamente e pesados, entdo, colocados em pilares de
porcelana com corindon estéril. Diluicdes de suspensdes resultantes foram
preparadas e colocadas sobre discos de Petri com agar Saburo, incubadas
durante 24 horas em uma temperatura de 35 °C. As colénias desenvolvidas
de Candida albicans foram, entdo, contadas e sua quantidade calculada com
base em 1 g de tecido renal.

Anadlise estatistica foi realizada com o Microsoft Office Excel
2003. Distingbes significativas tinham P > 0,05 em comparagdo com o t-
critério de Student.

Os resultados sao mostrados na Tabela 14 abaixo e na figura 9.

Tabela 14.
Dose
Composto | 5 mg/kgx4/24 | 2.5 mg/kgx4/24 | 0,8 mg/kgx4/24 | 0,08 mg/kgx4/24
Numero de colénias
nao trata- | 1,2 x 10° 1,0 x 10° 4,5 x 10* 6,0 x 10*
das 5,0 x 10°* 4,0 x 10° 5,0 x 10* 2,5%10°
4,0 x 10* 6,0 x 10* 1,0x10° 5,0 x 10*
Anf B | 2,8 x 10? 4x10° 3,4x10*
1,0x 10° 2x10° 1,8 x 10*
2,2 x 10? 6x10° 2,6 x10*
1 1,0 x 10 2,0 x 10’ 2,5x10° 2,4 x 10*
0 1,0 x 10 1,2x10° 2,8x10*
1,0 x 10 2,0 x 10' 5,0 x 10° 2,4 x10*
1 0 <10 1,2x10° 3,0 x 10*
0 1,0 x 10 3,0x 10° 2,7x10*
<10’ 1,0 x 10' 2,5x 10° 1,5 x 10*
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S44HP Dose de S44HP
0,6 mgkg X |03 mgkg 0,15 mg/kg X |0,08 mgkg X
4/24 4/24 4/24 4/24
Numero de coldnias
2,5x10° 2,7x10° 8,0x 10° 2,7 x 10*
8,8x10° 9,4x10° 6,4 x 10° 8,0 x 10*
1,2x10° 1,3x10* 1,6 x 10° 8,2x 10*

Estudo de atividade especifica de Compostos 29, 51, 41, 48 sobre 0 modelo
da sepsia por candidiase de camundongos

Animais. Em experimentos usando camundongos fémeas de
hibridos de primeira geragao (C57BI/6xDBA/2)F1 (B6D2F1), peso de 18-20

g., recebidos da Central farm "Kryukovo" of Russian Academies of Medical

Science (RAMS). Animais foram mantidos no viveiro do Instituto em gaiolas
plasticas (com forragem de madeira dura em uma sala ambientalmente con-
trolada: 24 + 1°C, ciclo de 12/12 horas de claro/escuro) sobre uma dieta pa-
drao de ragao em pélete com acesso facil a agua de beber (ad libitum). Apos
2 semanas de quarentena, os animais saudaveis foram usados no trabalho
experimental.

Como o agente infeccioso, foi usado Candida albicans (cepa
14053 ATCC). Os preparados testados foram os Compostos 29, 51, 41, 48.
Um preparado de comparagao foi anfotericina B (puro). Solugdes de prepa-
rados foram testadas ex tempore através da técnica especificada pelo fabri-
cante.

Configuracao do experimento

Os animais foram alojados em 3 camundongos e infectados in-
travenosamente com cultura de Candida albicans em uma dose de 1,0 mi-
lhdo de CFU/camundongo em um volume de 0,1 ml. E necessario notar que
a Candida albicans permaneceu constante em todos os experimentos. Em
30 minutos apos infec¢ao, aos camundongos foi realizada a primeira intro-
dugao intravenosa de preparados testados em doses correspondentes em
um volume de 0,2 ml (com uma velocidade de 0,2 mI/30 segundos).

O experimento foi planejado de uma maneira tal que, em cada

experimento, uma dose (para anfotericina B e para os preparados testados),
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cada dose fornecida diariamente dentro de quatro dias, a partir do dia de
infecgao (0, 1, 2 e 3 dias). Em cada experimento, havia um grupo de animais
nao tratados, infectados com Candida albicans. Também havia um grupo de
animais intactos, com "placebo" (nao infectados), aos quais foram intraveno-
samente injetados (no mesmo volume conforme os preparados médicos) 0,2
ml de solvente - tampéao de fosfato + glicose a 5% (1:1). Dados sobre a ativi-
dade do "placebo” nao mostram qualquer atividade. Candida albicans nunca
foi encontrada em animais nao infectados.

No 5° dia de experimento pds-estimulo, os camundongos foram
pesados e sacrificados (mortos) através de deslocamento cervical. Entao,
em condi¢des estéreis, as cargas de Candida albicans foram determinadas
através de contagem viavel de homogenatos a partir dos rins. Os rins, os
quais foram removidos assepticamente e pesados, colocados em pildes de
porcelana com corindon estéril, diluigoes das suspensdes recebidas feitas e
colocadas sobre discos de Petri com agar Saburo, incubadas durante 48
horas em uma temperatura de 35°C, entdo, contadas até que coldnias de
Candida albicans se desenvolvessem e sua quantidade re-calculada sobre 1
g de tecido renal. A primeira diluicio foi de 10™". Um resultado zero nesse
cultivo foi aceito para 5 CFU/g.

Para o critério basico de uma avaliagao dos preparados investi-
gados, o efeito maximo da Anfotericina B foi aceito (dose eficaz, ED).

Processamento estatistico foi realizado com o auxilio do progra-
ma de computador Microsoft Office Excel 2003 para distingdes significativas
aceitas da média em P < 0,05 em comparagao através do t-critério de Stu-
dent.

Os resultados recebidos sao apresentados na Tabela 15. A anfo-
tericina B mostrou atividade maxima, na maior de suas doses estudadas
(1,25 mg/kg/d, =62 % a partir da MTD).
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Sintese de outros compostos baseado em manipulacao genética

Varias outras estruturas de parte principal manipulaveis foram
preparadas. Usando a quimica acima, varios grupos funcionais diferentes
podem ser presos aos grupos COOH e amina livres. Essas estruturas basi-

5 cas formam todos os outros compostos preferidos da invengao (os atomos
de H nao sao mostrados).
B1

Inativagao dos dominios ER5 e DH15 em PKS de nistatina, sem
hidroxilagao em C-10.
10 B2

B3

Inativagao dos dominios ER5, DH15 em PKS de nistatina e mo-
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no-oxigenase de NysN, sem hidroxilagdo em C-10.
B4

Inativagdo do dominio ER5 em PKS e NysN de nistatina e mono-oxigenase
de NysLs
BS

Inativagao dos dominios ER5 e KR14 em PKS de nistatina e mono-oxigenase
de NysN.
B6

Inativagao do dominio ER5 em PKS de nistatina € mono-oxigenase de NysL.
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B7

Inativagao dos dominios ER5 e KR16 em PKS de nistatina e
mono-oxigenase de NysN.
Construcao do mutante B2

Construcao do vetor de substituicdo génica para inativacdo de KR16

Todo o inserto de 14 kb do fago recombinante N20 (Brautaset e
outros, 2000) foi excisado através do Xbal e clonado no plasmideo pGEM-
3zf, proporcionando o pL20X. A partir desse plasmideo, o fragmento BamHI
de 3,7 kb foi excisado e ligado no pGEM-3zf, resultando no plasmideo
pGEMB3.7. Um fragmento de DNA de 0,8 kb (incluindo o residuo Y3404 do
sitio ativo KR16) foi, entdao, amplificado por PCR a partir do pGEMB3.7 u-
sando os seguintes iniciadores:
KR16-F1: 5-ttttctgCAGCCGACCGGCACCGTCC-3' (sentido), e
KR16-1R: 5'-ttttaaGCTTCCTGGACCGCGCGGG-3’ (antissentido)

O produto de PCR foi terminalmente digerido com Pstl e Hindlll

(novos sitios de reconhecimento sublinhados nos dois iniciadores de PCR) e
clonado nos sitios correspondentes do pLITMUS28, proporcionando o pLIT-
PHO0.8. O ultimo plasmideo serviu como um modelo para mutagénese sitio-

dirigida do sitio ativo KR16 usando os seguintes oligonucleotideos mutagé-
nicos:

mutKR16-1F:

5-CCCCGGCCAGGCCGGCTTCGAAGCCGCCAACGCGGTCC-3 (sentido)
mutKR16-1R:

5-GGACCGCGTTGGCGGCTITCGAAGCCGGCCTGGCCGGGG-3 (antissentido)
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Nucleotideos com mutagdo sao mostrados em negrito € 0 novo
sitio de restricao BstBl introduzido esta sublinhado. Usando esses dois oli-
gonucleotideos, a Tyr do sitio ativo KR16 é substituida por Phe e, simultane-
amente, a proxima Ala a jusante é substituida por Glu, proporcionando a mu-
tacéo dupla YA3404FE. Um plasmideo com a mutagao correta foi identifica-
do através de digestdao com BstBl e todo o clone inserido foi sequenciado
para rastrear quaisquer outras mutagdes indesejadas. A partir do plasmideo
com mutagao correta, o fragmento Bpu102I/Bpu10!l de 627 bp foi excisado e
usado para substituir o fragmento correspondente do plasmideo pGEMB3.7,
proporcionando o plasmideo pGEMB3.7m. A partir do ultimo plasmideo, todo
o inserto de 3,7 kb foi excisado com EcoRI/Hindlll e ligado junto com a parte
principal EcoRI/Hindlll de 3,1 kb do pSOK201, proporcionando o vetor de
substituicao génica pKR16m.

Substituicao génica

O dltimo vetor foi introduzido no mutante GG5073SP nysA-defi-
ciente de S. noursei (Borgos e outros, 2006) através de recombinante homo-
loga dupla. A mutagao KR16 cromossdmica correta foi verificada usando
PCR + digestao com BstBl, bem como Southern blot, antes da producao de
polieno ser restaurada através de introdugao do gene nysA in trans, confor-
me descrito em alguma parte aqui (Brautaset e outros, 2003). O mutante
resultante foi designado B2.

Construcao do mutante B7
O plasmideo pKOnysN-CL346AS (veja PNAS-manus) foi intro-

duzido no B2 nysA-deficiente através de recombinacao homodloga dupla. A

mutacao nysN cromossdmica correta foi verificada usando PCR e digestao
com Nhel, bem como Southern blot, antes da produgédo de polieno ser res-
taurada através de introdugao do gene nysA in trans, conforme descrito em

alguma parte aqui (Brautaset e outros, 2003). O mutante resultante foi de-
signado B7.

Construcao do mutante B5

Construcdo do vetor de substituicao génica para inativacdo de KR14
O fragmento Bcll/EcoRI de 4,0 kb do plasmideo pL20X (veja es-
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tratégia B2, acima) foi excisado e ligado no pGEM-3zf digerido com Ba-
mHI/EcoRl, proporcionando o pBE4.0. Um fragmento de 1 kb foi amplificado
por PCR a partir do ultimo plasmideo usando os seguintes iniciadores:
KR14-F1: 5’- TTCGGCGGCGTAATCTCC-3’ (sentido) e

KR14-R1: 5'- ttttaaGCTTCCACGGCGAGGTGC-3’ (antissentido)

O fragmento de PCR foi digerido com Sacl e Hindlll (novo sitio
de reconhecimento esta sublinhado no iniciador) e ligado no pLITMUS28,
proporcionando o pLITHS1.0 e o ultimo plasmideo foi usado como um mode-
lo para mutagénese sitio dirigida do sitio ativo KR14 usando os seguintes
oligonucleotideos mutagénicos:

KR14-mut1:
5-CCCGGGCCAGGCCAACTTCGAAGCTGCCAACGCCGTCCTG-3 (sentido),
KR14-mut2:

5-CAGGACGGCGTTGGCAGCTTCGAAGTTGGCCTGGCCCGGG-3' (antissentido)

Nucleotideos com mutagao sao mostrados em negrito € 0 novo
sitio de reconhecimento BstBl introduzido esta sublinhado. Usando esses
dois oligonucleotideos, a Tyr do sitio ativo KR14 é substituida por Phe e,
simultaneamente, a proxima Ala a jusante é substituida por Glu, proporcio-
nando a mutagao dupla YA9197FE. Um plasmideo com a mutagao correta
foi identificada através de digestao com BstBl e o inserto todo clonado foi
sequenciado para rastrear quaisquer outras mutagdes indesejadas. A partir
do plasmideo com mutagao correta, o fragmento Fsel/Ascl de 0,7 kb foi ex-
cisado e usado para substituir o fragmento correspondente do plasmideo
pBE4.0, proporcionando o pBE4.0mut. A partir do ultimo plasmideo, todo o
inserto de 4,0 kb foi excisado com EcoRI/Hindlll e ligado junto com a parte
principal EcoRI/Hindlll de 3,1 kb do pSOK201, proporcionando o vetor de
substituicao génica pKR14m.

Substituicées génicas

O dultimo vetor foi introduzido no mutante de S. noursei nysA-
deficiente GG5073SP (Borgos e outros, 2006) através de recombinante ho-
mologa dupla. A mutagao KR14 cromossOmica correta foi verificada usando

PCR + digestao com BstBl, bem como Southern blot, antes da produgao de
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polieno ser restaurada através de introdugao do gene nysA in trans, confor-
me descrito aqui em alguma parte (Brautaset e outros, 2003). O mutante
resultante foi designado BSGO015.

Em seguida, o vetor de inativagao de nysN pKOnysN-CL346AS
(veja PNAS-manus) foi introduzido em BSGO15nysA-deficiente através de
recombinagao homdloga dupla. A mutagao nysN cromossdmica correta foi
verificada usando PCR e digestao com Nhel, bem como Southern blot, antes
que a produgao de polieno fosse restaurada através de introdugao do gene
nysA in trans, conforme descrito aqui em alguma parte (Brautaset e outros,
2003). O mutante resultante foi designado BS5.
Construcdo do mutante B4
Construcao do vetor de substituicdo génica para inativacio de nysL

O plasmideo com dele¢cdo em-rede por substituicao do gene
nysL pNLD1 foi descrito (Volokhan e outros, 2006) e o inserto clonado de 4,2
kb desse plasmideo inclui regides da regiao de codificagdo nysN de S. nour-
sei. De forma a introduzir a mutagao nysL em uma base mutante nysN-
CL346ST, nds tivemos de modificar esse plasmideo para incluir essa muta-
¢ao nysN também. Isso foi feito como segue: o fragmento Agel/Fspal de
1011 bp do plasmideo pSOK201nysN4.1-CL346ST (veja pedido de patente
da Biosergen, Maio de 2007) foi excisado e usado para substituir o fragmen-
to correspondente do plasmideo pNLD1, proporcionando o plasmideo de
substituicao génica pNLD2.
Substituicao génica

O plasmideo pNLD2 foi introduzido no Composto 1 nysA-defici-
ente através de recombinante homdloga dupla. A mutagdao nysL cromossé-
mica correta foi verificada usando PCR e digestdao com Nhel, bem como
Southern blot, antes da producéo de polieno ser restaurada através de intro-
ducao do gene nysA in trans, conforme descrito aqui em alguma parte (Brau-
taset e outros, 2003). O mutante resultante foi designado B4.

B1eB3
Inativacao do sitio ativo DH15 His966 de NysJ:

Objetivo: Introduzir uma mutagdo sitio-especifica no sitio ativo
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DH15 de nysJ, levando a mutagao por substituicao H966F no dominio DH15
Procedimento:

- Digerir pL20X com Bcll + Sphl e clonar o fragmento de 3,33 kb no
pGEM11-zf digerido com BamHI/Sphl = pDH15-A

- Digerir pDH15-A com EcoRI+Hindlll e clonar o fragmento de 3,34 kb
nos sitios correspondentes do pGEM3-zf = pDH15-B

- Realizar mutagénese sitio-dirigida usando o modelo pDH15-B e com
os seguintes oligonucleotideos mutagénicos:

Mut-DH15-1:

5- CACCCCTGGCTCGCCGACTTCGTCGTCGGCGGCATGGTC -3
Mut-DH15-2:

5’- GACCATGCCGCCGACGACGAAGTCGGCGAGCCAGGGGTG -3

- Nucleotideos com mutagao sao indicados em negrito. A mutagao des-
tréi o sitio Btrl natural nessa posicgao.

- Verificar a mutagao correta através de digestao com Brtl e sequenci-
amento de DNA = pDH15-Bmut.

- Isolar o fragmento-1 EcoRlI/Sacl de 1,6 kg do pDH15-B; O fragmento-
2 Hindlli/Bglll de 1,1 kb do pDH15-B e o fragmento-3 Sacl/Bglll do pDH15-
Bmut e ligar todos os trés fragmentos juntos com a parte principal Eco-
RI/Hindlll do pSOK201 de 3,1 kb; pDH15-123

- Prosseguir com a substituicao génica em S. noursei.

- Verificagdes de mutagdes DH15 de S. noursei corretas

- Mutantes do 1° cruzamento podem ser verificados através de Sou-
thern blot apés digestao com Notl do DNA total e usando o inserto de 3,33
kb rotulado de pDH15-A como uma sonda. O tipo silvestre proporcionara
sinais de 5,2 + 8 kb, enquanto que o mutante do 1° cruzamento correto (am-
bas variantes tedricas) proporcionara sinais de 5,2 + 6,4 + 8 kb.

- Mutantes do 2° cruzamento podem ser analisados através de PCR
usando os seguintes iniciadores:

o DH15-F: 5 - CCTTCCTCGAACTCGGCC - 3

o DH15-R: 5 - GCGTAGATCTCGGTGTCG - 3’

- 0 que proporcionara o produto de 817 bp. O produto de PCR da cepa pre-
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cursora pode ser digerido com Btrl, proporcionando fragmentos de 392 bp e
425 bp, enquanto que o produto de PCR do mutante nao pode ser cortado
com Btrl. Adicionalmente, o0 2° mutante pode também ser verificado através
de Southern blot usando o produto de PCR de 817 bp rotulado como uma
sonda. O DNA da cepa precursora, digerido com Btrl, proporcionara o frag-
mento de hibridizagdo de 0,95 kb + 0,45 kb, enquanto que o DNA Btri-
digerido do mutante proporcionara o fragmento de hibridizagao de 1,4 kb.
Construcao do mutante B1

A mutagao DH15 foi introduzida na cepa GG5073SP nysA-
deficiente e 0 mutante correto foi, entao, complementado com o gene nysA
in trans.

Construcao de mutantes B3

A mutagao nysN-CL346ST foi introduzida na base genética B1-
S1 nysA-deficiente e a cepa com mutagao correta foi complementada com o
gene nysA in trans, proporcionando o mutante B3-1S.

Eficacia in vivo da anfotericina B e novos analogos de S44HP em um modelo

de camundongo neutropénico de candidiase disseminada

Os camundongos foram tornados neutropénicos através de inje-
¢ao com mono-hidrato de ciclofosfamida (Fluka, BioChemika, Sigma-Aldrich,
Suicga) intraperitonealmente a 2 x 100 mg/kg de peso corporal 1 dia antes de
infecgao.

Infecgcdo disseminada com Candida albicans foi obtida através
de inje¢do de 3 x 10° CFU/mI de indculo via a veia caudal lateral de camun-
dongos neutropénicos 2 h antes do inicio da terapia com antibiético. A efica-
cia de antibiéticos na eliminagao de infec¢ao por C. albicans foi avaliada a-
través de avaliagao da carga fungica em rins durante tratamento de 4 dias (1
dose por dia). Os resultados sdo apresentados na figura 17.

Anfotericina B foi administrada na maior dose de 2 mg/kg (exa-
tamente abaixo da MTD).

Esses resultados mostram claramente que o composto 28 e
composto 29 sao consideravelmente melhores do que a anfotericina B, uma
vez que:
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1) Eles mostram uma toxicidade aguda aproximadamente 5-7
vezes menor;

2) Eles demonstram eficacia 5-10 vezes menor no tratamento de
candidiase disseminada no modelo de camundongo neutropénico;

3) Eles sao soluveis em glicose a 5% (> 10 mg/ml), enquanto
que a solubilidade da anfotericina B é < 1 mg/ml.

Embora o composto 25 e composto 26 sejam menos ativos do
que a anfotericina B no modelo de camundongo neutropénico de candidiase,
eles mostram toxicidade aguda muito menor (aproximadamente 20 vezes
menor do que a anfotericina B) e, portanto, ainda sao considerados candida-
tos interessantes.

dbow
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REIVINDICAGOES

1. Composto, caracterizado pelo fato de que apresenta a férmula:
OH

CHy
OH

OH

ou um sal farmaceuticamente aceitavel deste.

2. Composto, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que esta na forma de um sal que é formado com um acido organico ou
inorganico fisiologicamente aceitavel que é acido acético, aspartico, benze-
nossulfénico, benzoico, bicarbénico, bissulfurico, bitartarico, butirico, edetato
de calcio, cansilaico, carbénico, clorobenzéico, citrico, edético, edisilaico,
estélico, esila, esilaico, féormico, fumarico, glucéptico, glucénico, glutamico,
glicolilarsanilico, hexamico, hexil-resorcinéico, hidrabamico, bromidrico, clo-
ridrico, iodidrico, hidroxinaftéico, isetidnico, lactico, lactobiénico, maleico,
malico, malénico, mandélico, metanossulfénico, metilnitrico, metil-sulfarico,
mucico, mucdnico, napsilaico, nitrico, oxalico, p-nitrometano-sulfénico, pa-
moico, pantoténico, fosférico, monohidrogeno fosférico, di-hidrogeno fosféri-
co, ftalico, poligalacturénico, propidnico, salicilico, estearico, succinico, sul-
famico, sulfanilico, sulfénico, sulfurico, tanico, tartarico, teéclico ou toluenos-
sulfénico.

3. Composto, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que esta na forma de um sal que é formado com uma base que é uma
amina primaria, secundaria ou terciaria, uma amina substituida, uma amina
ciclica, arginina, betaina, cafeina, colina, N,N-dibenziletilenodiamina, dietila-
mina, 2-dietilaminoetanol, 2-dimetilaminoetanol, etanolamina, etilenodiamina,
N-etilmorfolina, N-etilpiperidina, glucamina, glicosamina, histidina, hidraba-
mina, isopropilamina, lisina, metilglucamina, morfolina, piperazina, piperidina,

uma resina de poliamina, procaina, uma purina, teobromo, trietilamina, trime-
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tilamina ou tripropilamina.
4. Composto, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pe-
lo fato de que esta na forma de um sal de glutamato.
5. Composicao, caracterizada pelo fato de que compreende um
5 composto, como definido em qualquer uma das reivindicagées 1 a 4, e um
veiculo, diluente ou excipiente.
6. Composig¢ao, de acordo com a reivindicagao 5, caracterizada
pelo fato de que é um produto farmacéutico.
7. Uso do composto, como definido em qualquer uma das reivin-
10 dicagdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de ser para a fabricagdo de uma
composigao para o tratamento de infec¢des fungicas.
8. Uso, do composto, como definido em qualquer uma das rei-
vindicagdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de ser como um desinfetante ou

como um conservante.
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FIG 6

Comprimento de onda, nm
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FIG 8

Plotagem de contomo do BS_BP_u42 com Amostra 3 (1,505 min a 11,998 min) 0.0% - 100.0%. M. 844.9 mAU.
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FIG. 10 Esquema 1

Amidas de derivados de N-alquila

S44HP
R'-NH,xHCl, PyBOP,
12 etapa DMSO, Et;N, pH~8,
r.t,1h,
cromatografia em coluna (G 25)

R'= -(CH2)3NM82,

O
-(CH,);0H, D—mu,
-(CH),NMe, OoH

oH NH;
AMIDAS:
1) p-Me,NCcH,CHO,
NaBH,CN, DMF;
D-glicose ou .
D-galactose, DMF, 22 etapa 2) Resina de boro
cromatografia
em coluna

3) cromatografia em
coluna (gel de silica da MercK)

e
pMCzNC6H4CH2
X Y

R’ = -(CH,);NMe, X=H; Y=OH, on

R'= -(CH,);0H X=H; Y=OH

R' = -(CH),NMe, X=H; Y=OH

R’ = -(CH,);NMe, X=OH; Y=H

R’ = -(CH,);NMe;
-(CH,);0H
R'= -(CH,);NMe, X=OH; Y=H -(CH,);,NMe,
Derivados de . . . Derivados de
reesinuluragio Amidas de derivados de N-alquila | n.aquiacso redutiva
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FIG. 11 Esquema 2 _Amidas de derivados de N-aminoacila

S44HP

R'-NH,xHCI, PyBOP,
a DMSO, EiN, pH-8, r.t., 1h,
12 etapa cromatografia em coluna (G 25)

R’ = -(CH,);NMe;, %N,
-(CH,);0H o

-(CH;3);NMe,
AMIDAS:
Apenas para R = (CH2)3NMe2
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PyBOP, cromatografia em
coluna (G 25) O
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Me,NCH,CO' "
2

R'= -(CH,);0H
-(CHz)zNMez R'= -(CH2)3NMQZ
-(CH,);NMe, »

NH,

Amidas de derivados de N-aminoacila
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Fig. 12 Esquema 3 _Amidas de derivados de N-aminoacila

S44HP
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FIG. 13 Esquema 4

Sintese de N-(4-aminometilbenzoil)S44HP

4-Fm0C-NHCH2-C6H4-CO

N-(4-Fmoc-aminometilbenzoil)S44HP

4-NH,CH,C¢H,-CO

N-(4-aminometilbenzoil)S44HP
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FIG. 14 Esquema 5 Sintese de S44HP DMAE amida

S44HP Bruto
1) ON_O-ﬁ_O Q
12 etapa
Q . DMF, piridina
2) cromatografia em coluna
Y (gel de silica da Merck)

N-Fmoc-S44HP R S Q
g
O

22 etapa NMe, HCI,

PyBOP, DMSO, Et;N,
pH~7-7.5,1t, 1 h.

O Em DMSO
32 etapa

S44HP DMAE amida
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FIG. 15 Esquema 6 Purificagdo de composto 1, comecando a partir de composto 1 bruto

Composto 1 bruto (pureza por HPLC de 81,7%)

s Droge
O . EuN

2) cromatografia em coluna
(gel de silica da Merck)

12 etapa

~—0,
N-Fmoc-Composto 1 f .

s O Em DMSO
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Composto 1 puro (pureza por HPLC de 92,1%)
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FIG. 16 Esquema7
N-frutopiranosil-Composto 1 (derivado de N-alquila, reestruturacio de Amadori);
N-(4-N,N-di-metilaminobenzil) composto 1 (derivado de N-alquila, alquilacao redutiva);
N-L-lisil-Composto 1 (derivado de N-aminoacila, N-Fmoc-aminoacila¢io); N,N-di-(3-aminopropil)

Composto 1 (derivado de N,N-di-alquila, alquilagdo redutiva)

Composto 1 cu,
1) D-Galactose
2) cromatografia em coluna
(Sephadex G25) 12 etapa H \\‘ 12 etapa
CHO
1) (N,N-di-Fmoc)-L-LysOSu, N-Fmoc,
) EyN, pH 7, DMSO; NaBH,CN;
2) cromatografia em 2) cromatografia em
coluna (gel de silica coluna (gel de silica
NMe, da Merck) da Merck)

NaBH,CN

2) cromatografia ‘
em coluna S

(Sephadex G25) _Foﬁ
oH
\1 _ OH

NH-Fmoc NH-Fmoc
N,N-di-(3-N-Fmoc-aminopropil)
-Composto 1

22 etapa 2° etapa

NMe,

OH

N,N-di-(3-aminopropil)-composto 1

N-L-lisil-Composto 1
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FIG. 17
10000000
F
9000000 F—F——F F F F F T
8000000
w AmB
© 7000000 A—F} ———— == = -
) \ —-—272
% 6000000 \ S a—73
= 5000000 \ —74
(1]
= 4000000 \ L\\ —¥=Z5
[ =
S 3000000 N 26
\ \ M —— Controle
2000000 \ \
1000000 Q\
0 ;‘\(

0 0.16 0.32 0.64 125 25 5 10
Dose, mg/kg




