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MAYOLY-SPINDLER e MICHEL SEMAN

"PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE NOVOS DERIVADOS SOLUVEIS E NAO
TOXICOS DE MACROLIDOS POLIENICOS BASICOS E DE COMPOSIGOES
FARMACEUTICAS QUE 0OS CONTEM"

A presente invengao diz respeito a um processo para a
preparagao de novos derivados soluveis e nao tdoxicos de macrd-
lidos polieénicos basicos, e particularmente de novos l-amino-1-

-desoxicetoses, e de composigcoes farmacéuticas que os contem.

Os macrolidos poliénicos constituem uma classe de anti-
bioticos antifiingicos que apresentam um largo espectro de accgao
sobre fungos e leveduras patogenicas para o homem. Isto &,

particularmente verdade para a Anfotericina B (AmB), antiflngico

de accao fungistatica e fungicida de largo espectro : "Candida
g g P

albicans", "Coccidioides immitis", "Sporotrichum", "Cryptococcus

neoformans", "Histoplasma", "Blastomices", '"Rhizopus orizae',

"Aspergillus niger", etc.. Sao ainda apesar da introducao dos
imidazois, o medicamento mais eficaz para um bom nimero de

afeccoes.

O AmB possui alem disso propriedades imunomoduladoras no

murganho e em certa medida no homem. Reforca igualmente a accgao
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de um certo numero de medicamentos anti-cancerosos.

Contudo, pela sua natureza macrociclica e pelo seu caracter

anfotérico, o AmB que corresponde a formula geral

é pouco solivel em agua e tende a produzir micelas em solugao
aquosa. Além disso, a toxicidade do AmB em relagio as células
animais e em particular as células renais, linfdcitos e eritro-
citos, impoe importantes precausdes de utilizacdo em clinica. E
em particular o caso para.o tratamento das micoses profundas e

sintemicas que devem ser tratadas mediante administragao intra-

venosa.

Estas consideragoes levaram numerosos investigadores a
procurar derivados nao toxicos e mais soluveis. Preparou-se,
assim, um grande nimero de derivados modificados quer ao nivel
da funcao acido na posigao Cl6, quer ao nivel da funcao amina

primaria na posigao C3'. Cita-se particularmente os trabalhos de:



- BRUZZESE e colab., "J. Pharm. Sci" (1975), 64, 462 :
esterificacao do grupo carboxilo;

- FALKOWSKI e colab., patente de invencao alema NO. 3013631
amidificagao do grupo carboxilo; 7

- WRIGHT Patente de invengao norte-americana NO. 4 272 525
esterificacao do grupo carboxilo e substituic@ao da amina em C3°
por aminoacidos;

- SCHAFFNER e BOROWSKI, "Antib. & Chemo." (1961), II, 724

acetilagao da amina;

i

SIPOS e KESELSKI Patente de invenc¢ao norte-americana NO.

4 235 993: substituigao do grupo amino por um grupo benzilo;

KULBAKH e colab. Patente de invencao norte-americana NO.

4 007 166: formacao de um complexo N-metil-D-glucamina-macrolido;

FALKOWSKI e colab. Patente de invencao norte-americana No.
4 195 172, patente de invengdo britanica NQ. 1 387 187: glico-

lisacao do grupo amina.

Tentou-se igualmente aumentar a solubilidade da Anfoteri-
cina B mediante adigao de agentes tensio-activos ou pela formacao
de sais (Patente de invencao Europeia NQ. 31722). Infelizmente,
todas estas tentativas levaram a derivados instaveis em solucio

ou a derivados que perderam as suas propriedades antibidticas.

A presente invengao tem, por consequencia, por objectivo a
obtengao de novos derivados de macrdlidos poliénicos basicos e

particularmente do AmB que respondem melhor ds necessidades da



pratica que os derivados anteriormente conhecidos, pelo facto de
serem soluveis, pouco ou nada tdxicos, pelo facto de conservarem
o caracter anfotérico do AmB e pelo facto de serem estaveis em
meio aquoso. Sabe-se ha ja muito tempo (Amadori, 1925) que, em
meio acido, as glicosilaminas se transformam em 1l-amino-l-desoxi-
-cetoses. Os mesmos compostos podem ser obtidos directamente a
partir de uma ose e de uma amina na presenca de um catalisador

apropriado, de acordo com o esquema reaccional B

CHNhPh CH,NhPh
Nclzm cl: - OH
HO%H HOéH Esquema B
HCOH HéOH
HCO HéOH
éHZOH———J éH

50

N-fenil-D-glicosilamina l-anilino-1-desoxi-D-frutose

Este arranjo e dito de Amadori e esta descrito mais parti-
cularmente em "Adv. Carbohydr. Chem." (1955), 10, 169. Na sua
procura de derivados originais soliveis e pouco toxicos, que
conservem a sua estabilidade em solugao aquosa, os inventores
verificaram que, quando da condensacao de um actcar sobre a
funcao amina primaria da micosamina do macrolido, (que foi

tentada e realizada por diferentes investigadores), a natureza



do agucar condensado desempenhava um papel essencial sobre a
solubilidade e a estabilidade dos derivados obtidos. Se os
diferentes agucares utilizados forem teoricamente todos capazes
de formar uma glicosilamina com o AmB, parece que as propriedades
de solubilidade, a estabilidade e as propriedades biologicas
dependiam da aptidao da glicosilamina assim formada para efectuar

um rearranjo da Amadori.

A presente inven¢ao tem por objectivo novos derivados de
macrolidos poliénicos basicos, caracterizados pelo facto de
comportarem um macrolido poliénico basico N-substituido por um

grupo l-amino-l-desoxi-cetose, ele proprio substituido.

No sentido da presente invengao entende-se por grupo
l-amino-1-desoxi-~cetose quaiquer grupo resultante da condensagao
de um aclcar redutor, eventualmente substituido, sobre uma funcao
amina, e apresentando uma funcionalidade beta-amino-cetona

caracteristica.

De acordo com um modo de realizacao preferido dos derivados
de acordo com a presente invencao, estes correspondem a formula

geral

OR

OH CH



na qual
R, representa a parte macrociclica de um macrolido
polienico e
R.2 representa :

- uma estrutura correspondendo a formula geral

0 0

CH, ~

OH OH

na qual R, representa um atomo de hidrogenio ou um
grupo metilo e R, representa um atomo de hidrogenio
ou um grupo metilo, triclorometilo, butilo terc.,
propilo, benzilo, fenilo, ou fenilo substituido por
um ou varios grupos metoxi, nitro ou fosfato, ou
entao R3 e Rﬁ representam elos de cadeia de um grupo

cicloalquilo, ou entao,
- uma estrutura de formula geral

OR6

OH  OH



na qual R; e R, representam grupos alquilo, arilo
q 5 6 grup q

ou acilo,

ou entao,

- uma estrutura correspondendo & formula geral

OH

na qual R7 representa um grupo electroatractor, tal
como um grupo carboxilo, éster, acilo, amida,
nitrilo, tri-halogenometilo, ou um grupo hetero-

= . . . .
ciclico, e R8 representa um grupo hidroxi, amina ou

tiol,

ou entao,

- uma estrutura de formula geral



na qual R9, RlO’ Rll,representam grupos alquilo,
acilo ou arilo e R.12 representa um grupo hodroxi,
amina ou alcoxi,

ou entao,
- um di-holosido.

De um modo vantajoso, as l-amino-l-desoxi-cetoses de acordo
com a presente invengao, contrariamente as glicosilaminas
descritas na técnica anterior citada antes que se hidrolisam
rapidamente em agua, sao estdveis em meio aquoso neutro ou Acido

e apresentam.

- propriedades de solubilizagao oude dispersdo em agua muito

satisfatorias,

- as propriedades biologicas da glicosilamina inicial,

- & uma citotoxicidade reduzida em relagdo a da glicosil inicial.
Os compostos de acordo com a presente invencao podem

obter-se sob a forma de sais mistos cuja natureza depende do

catalisador escolhido para o rearranjo, ou da realizacao, conse-

cutiva ao dito rearranjo, de uma etapa de deslocamento, por um

outro sal, do sal misto obtido.

De acordo com um modo de realizacao preferido as l-amino-1-

-desoxi-cetoses de acordo com a presente inven¢ao encontram-se



sob a forma de sais do acido de Bromsted utilizado para o

rearranjo.

De acordo com uma modalidade particularmente vantajosa
deste modo de realizacao, as l-amino-1l-desoxi-cetoses encontram-se

sob a forma de sais mistos de oxalato e de amonio.

De acordo com um outro modo de realizagao preferido do
objectivo de acordo com a presente invengao, as l-amino-l-desoxi-

-cetoses encontram-se sob a forma de sais de N-metil-glucamina.

A presente invencao tem igualmente por objectivo um
processo para a preparacao dos derivados de macrolidos poliénicos
basicos de acordo com a presente invengdo, caracterizado pelo
facto de no decurso de uma primeira etapa, se obter uma glicosil-
amina mediante condensacao da fungao amina do macrdolido sobre o
carbono anomérico de um aglcar redutor, e pelo facto de, durante
uma segunda etapa, se rearranjar a glicosilamina obtida, em meio
acido anidro, para se obter uma l-amino-l-desoxi-cetose apresen-

tando uma funcionalidade beta-amino-cetona caracteristica

e pelo facto de se separar, no decurso de uma terceira etapa, a

l-amino-1l-desoxi-cetose obtida do meio reaccional.

De acordo com um outro modo de realizagao do processo de

acordo com a presente invencao, a etapa de condensac@o realiza-se



abrigo da luz, sob atmosfera inerte e no seio de um dissolvente

anidro, e a uma temperatura compreendida entre 35°C e 50°c.

De acordo ainda com um outro modo de realizagao do processo
segundo a presente invengao, a etapa de rearranjo é induzida pela
adigcao de um catalisador escolhido no grupo que compreende os
acidos de Bronsted, tais como, por exemplo, o acido oxalico ou o
acido acético, e os catalisadores ditos "com metileno activo",

tais como, por exemplo, o malonato de etilo ou a pentano-2,4-

-diona.

De acordo com uma modalidade preferida deste modo de
realizagao, a separagao do derivado obtido efectua-se mediante

adicao de uma solugao aquosa de sulfato de amdnio.

De acordo com uma outra modalidade preferida deste modo de
realizacao, pode-se deslocar, com vantagem, o sal misto obtido
com um outro sal. Suspende-se o sal misto em metanol e adicio-
na-se depois volume a volume uma solugcao aquosa contendo 1 a 3
equivalentes de acido ou de base. A adigdo de 3 volumes de
butanol permite, em seguida, eliminar a agua azeotropicamente e

recuperar o composto sob a forma cristalina.

A presente inveng¢ao tem igualmente por objectivo novos
medicamentos, caracterizados pelo facto de conterem, como ingre-

diente activo, pelo menos um dos derivados de macrolidos de acordo



com a presente invengao.

Além das disposicOes anteriores, a presente invencao
compreende outras disposigoes, que sobressairao do complemento

da descrigao que se segue.

Deve entender-se, contudo, que estes exemplos de preparacao,
ensaios e estudos farmacologicos sao dados unicamente a titulo
ilustrativo do objectivo da presente invengao, nao constituindo,

por conseguinte, de maneira alguma, uma limitacao.

EXEMPLOS DE PREPARACAO DE DERIVADOS DE NACROLIDOS DE FORMULA GERAL

I DE ACORDO COM A PRESENTE INVENCAO.

EXEMPLO 1: Preparacao de um sal misto de oxalato e de amonio

de l-amino-l-desoxi-4,6-0-metil-benzilideno-D-

-frutosil-AmB (AmB40G)

Formula IV : l-amino-1-desoxi-4,6-0-metil-benzilideno-D-

-frutosil-AmB

OR

OH
OH
HO CH

i

CH



Ao abrigo da luz, sob atmosfera inerte e em condigoes
estritamente anidras, suspende-se o AmB em dimetilformamida
(anidra, destilada recentemente). Sob agitagao magnética, adicio-
nam-se 1,5 equivalentes de 4,6-0-metil-benzilideno-D-glucopira-
nose, de uma so vez. Leva-se a temperatura da mistura reaccional
a 38°C e deixa-se sob agitacao durante um periodo compreendido
entre 3 horas e 12 horas. Logo que a solugcao esteja perfeitamente
limpida, adiciona-se o catalisador (um equivalente se se tratar
de um acido de Bronsted, tal como o acido oxalico, 107 do volume
para um 'catalisador com metileno activo") e aquecé—se durante 24
horas. Arrefece-se entao a mistura reaccional e precipita-se o
l-amino-1-desoxi-4,6-0-metil-benzilideno-D-frutosil-AmB mediante
adicao, sob agitagao gota a gota, de uma solucao a 107 de sulfato
de amonio em agua. A precipitacdo termina deixando a suspensio
durante 2 horas a 4°C. Recupera-se entao um composto cristalino
amarelo claro [ap0s centrifugacao e eliminacdo do sobrenadante,
que se lava 2 vezes com agua (ou uma mistura de acetona/agua)
para eliminar o excesso de carbohidrato inicial e qualquer

vestigio de dissolvente].

EXEMPLO 2: Preparacao do sal de N-metil-glucamina de 1-amino-

-l-desoxi-4,6-0-metil-benzilideno-D-frutosil-AmB

(AmB40F).

Prepara-se o sal de N-metil-glucamina da funcao carboxilica

deste derivado suspendendo o composto final do exemplo 1 em



metanol e mediante adigao de 2 equivalentes de uma base poli-
-hidroxilada (N-metilglucamina) dissolvida em um volume de agua
equivalente ao do metanol. A mistura reaccional torna-se rapida-
mente limpida e adicionam-se entdo 3 volumes de um azeotropo
(n-butanol). Evapora-se sob pressao reduzida até & eliminacio do
metanol e da agua. O derivado recristaliza-se lentamente no
butanol residual e deixa-se a suspensdo a 49C. Recupera-se o
composto apos centrifugacido, lava-se 2 vezes com butanol e depois

duas vezes com éter. Seca-se finalmente o derivado sob vazio

intenso.

EXEMPIO 3: Preparacao do sal misto de oxalato e de amonio de
l-amino-1-desoxi~-4,6-dimetoxi-frutosil-AmB
(AmB42G)

Formula V : l-amino-1-desoxi-4,6~dimetoxi-frutosil~AmB

OR

OH

CH

CH




0 processo utilizado para a preparacao deste sal é seme-
lhante ao descrito no Exemplo 1 com a excepgao de o carbo-hidrato

ligado ao macrolido ser a 4,6-di-0-metil-D-glucopiranose.

EXEMPLO 4: Preparacao do sal de N-metil-glucamina de l-amino-

-1-desoxi-4,6-dimetoxi-frutosil-AmB (AmB42F)

Prepara-se o sal de N-metil-glucamina da funcao acido deste
derivado mediante suspensao do composto final do exemplo 3 em

metanol de acordo com o processo descrito no Exemplo 2.

EXEMPLO 5: Preparagao do sal misto de oxalato e de amonio de

1-desoxi-1-amino-4,6-0-benzilideno~D-frutosil-AmB

(AmB20G)

Formula VI : l1-desoxi-l-amino-4,6-0-benzilideno-D-frutosil-AmB.

OR

CH




O processo utilizado para a preparacao deste sal é seme-
lhante ao descrito no Exemplo 1 com a excepgao de o carbo-hidrato

ligado ao macrolido ser a 4,6-0-benzilideno-D-glucopiranose.

EXEMPLO 6: Preparacao de sais de N-metil-glucamina de l-desoxi-

-1l-amino-4,6-0-benzilideno-D-frutosil-AmB  (AmB20F)
Prepara-se o sal de N-metil-glucamina da fungao acido deste
derivado mediante suspensao do composto final do Exemplo 5 em

metanol de acordo com o processo descrito no Exemplo 2.

EXEMPLO 7: Preparacao de sais mistos de oxalato e de amonio

de l-desoxi-1-amino-4,6-0-etilideno-D-frutosil-AmB

(AmB22G)
Formula VII : l-desoxi-1l-amino-4,6-0-etilideno-D-frutosil-AmB.
ORl
0
OH
QH 10
0 CHy
NH
0
0
H,C
3 OH



0 processo utilizado para a preparacao deste sal & seme-
lhante ao descrito no Exemplo 1 com a excep¢ao de o carbo-hidrato

ligado ao macrolido ser a 4,6-0-etilideno-D-glucopiranose.

EXEMPLO 8: Preparagao do sal de N-metil-glucamina de l-desoxi-

-1l-amino-4,6-0-etilideno-D-frutosil-AmB (AmB22F)

Prepara-se o sal de N-metil-glucamina da funcao acido deste
derivado mediante suspensao do composto final do Exemplo 7 em

metanol de acordo com o processo descrito no Exemplo 2.

EXEMPLO 9: Preparacao de sais mistos de oxalatos e de amonio

de 6-desoxi-6-N-acetil-1l-desoxi-1l-amino-frutosil-

-AmB (AmB23G)

Formula VII : 6-desoxi-6-N-acetil-l-desoxi-1l-amino-frutosil-AmB.
0
CH, §I
V\CH OH
2 HO
0 0 0z 1 CH,
- NH

HO
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0 processo utilizado para a preparacao deste sal & seme-
lhante ao descrito no Exemplo 1 com a excepcao de o carbo-hidrato

ligado ao macrdlido ser a 6~desoxi-6-N-acetil-D-glucopiranose.

EXEMPLO 10: Preparacao de sais de N-metil-glucamina de 6-

-desoxi-6-N-acetil-1-desoxi-l-amino-frutasil-AmB

(AmB23F)

Prepara-se o sal de N-metil-glucamina da funcao acido deste
derivado mediante suspensao do composto final do Exemplo 9 em

metanol e depois de acordo com o processo descrito no Exemplo 2.

EXEMPLO 11: Preparacao de sais mistos de oxalato e de amonio

de l-amino-desoxi-D-arabino-glucuronil-AmB

mediante condensacao da D-glucurono-6,3-lactona

com o AmB (AmB17G)

Formula IX : l-amino-desoxi-D-arabino~-glucuronil-AmB
0
OH
COZH HO
0 OH CH3
OH NH

OH
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O processo utilizado para a preparacao deste sal & seme-
lhante ao descrito no Exemplo 1 com a excepgao do carbo-hidrato

ligado ao macrolido ser a D-glucurono-6,3-lactona.

EXEMPLO 12: Preparacao de sais de N-metil-glucamina de l-amino-

-desoxi-D-arabino-glucuronil-AmB mediante conden-

sacao da D-glucorono-6,3-lactona com o AmB

(AmB17F)

Prepara-se o sal de N-metil-glucamina da fun¢ao acido deste
derivado mediante suspensao do composto final do Exemplo 11 em

metanol e depois de acordo com o processo descrito no Exemplo 2.

EXEMPLO 13: Preparacao de sais mistos de oxalato e de amonio

de l-amino-1-desoxi-D-arabino-glucuronamidil-AmB

(AmB12G)

Formula X : l-amino-1l-desoxi-D-arabino-glucuronamidil-AmB

CH




0 processo utilizado para a preparagao deste sal & seme-
lhante ao descrito no Exemplo 1 com a excepcao do carbo-hidrato

ligado ao macrolido ser a glucuronamida.

EXEMPLO 14: Preparacao de sais de N-metil-glucamina de l-amino-

-1-desoxi-D-arabino-glucuronamidil-AmB (AmB12F)

Prepara-se o sal de N-metil-glucamina da funcao acido deste
derivado mediante suspensao do composto final do Exemplo 13 em

metanol e depois de acordo com o processo descrito no Exemplo 2.

EXEMPLO 15: Preparacao de sais mistos de oxalato e de amonio

da 1,3-di-amino-1,3-di-desoxi-D-arabino-glucurona-

midil-AmB  (AmB50G)

Formula XI : 1,3-di-amino-~1,3-di-desoxi-D-arabino-glucurona

midil-AmB
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0 processo utilizado para a preparacao deste sal & seme-
lhante ao processo utilizado no Exemplo 1 com a excepcao do
carbo-hidrato ligado ao macrolido ser a 3-amino-3-desoxi-D-glucu-

rono-6,3-lactoma.

EXEMPLO 16: Preparagao de sais de N-metil-glucamina de 1,3-di-

-amino-1, 3-di-desoxi-D-arabino-glucuronil-AmB

(AmB50F)
Prepara-se o sal de N-metil-glucamina da funcio acido deste
derivado mediante suspensao do composto final do Exemplo 15 em

metanol e depois de acordo com o processo descrito no Exemplo 2.

EXEMPIO 17: Preparacao de sais mistos de oxalato e de amonio

de l-amino-1l-desoxi-D-arabino-glucuronil-AmB

(AmB17G) mediante condensacao do acido glucuronico

com o AmB.

0 processo utilizado para a preparagao deste sal é seme-
lhante ao descrito no Exemplo 1 com a excepgao de o carbo-hidrato
ligado ao macrolido ser o acido D-glucurdnico. O composto obtido

e idéntico ao do Exemplo 11.



RESUMO DE ESTUDOS MICROBIOLOGICOS E TOXICOLOGICOS REALIZADOS
PARA DEMONSTRAR AS PROPRIEDADES TERAPRUTICAS DOS DERIVADOS DO
AmB DE FORMULA GERAL I.

A) ESTUDOS MICROBIOLOGICOS

A.1l: Estudo da eficacia antibidtica em meio liquido de derivados

do AmB sobre diferentes leveduras.

A eficacia antibidtica foi testada de acordo com o método
de inibigao do crescimento em meio liquido (caldo Sabouraud) na

presenca de diferentes concentracoes dos derivados estudados.

Fez-se crescer uma suspensao de leveduras no caldo de modo

a obter-se cerca de l.lO2 celulas/ml.

Semearam-se os tubos contendo as diferentes concentracoes
de substancia antifungica com uma mesma quantidade de células de
leveduras e foram depois incubados a 28°C com agitacao durante
18 horas. Para cada concentracao de substancia antifingica

preparam-se dois tubos identicos.

Determina-se a inibigcao do crescimento fingico de acordo
com as diferentes concentragoes para cada molécula mediante
espectrofotometria a 620 nm e expressa-se em percentagem em

relacao a uma testemunha sem antifiingico.



A.2: Estudo da eficacia antibiotica em meio gelosado de deri-

vados da Anfotericina B sobre "Aspergillus".

A actividade antibiodotica foi testada de acordo com a

tecnica de difusdao em meio gelosado (gelose Sabouraud).

A eficacia de cada molécula foi determinada pelo tamanho
da zona de inibigcao do crescimento em torno de um disco de papel
WHATMAN 3M embebido pela substancia antibiotica com uma determi-

nada concentragao.

Preparou-se uma suspensao de esporos de "Aspergillus em
caldo e semeou-se 0,2 ml desta suspensao na superficie do meio
gelosado solidificado de modo a obter-se uma capa homogénea de
crescimento. Uma vez efectuado o estendimento depositam-se os
discos de papel WHATMAN 3M (diametro : 1 cm) sobre a superficie
da gelose e embebem-se depois com 0,1 ml de substancia antibid-

tica de diferentes concentracoes.

As doses que inibem 507 do crescimento das espécies "S.
cerevisiae'), "C. neoformans'", "P. orbicular", "C. albicans",
C. albicans B 2630" e as doses que dao uma zona de inibig¢zo do
crescimento das especies "A. flavus" e "A. fumigatus", de 1 cm
em torno de um disco depositado sobre um meio de cultura solido,
determinadas nestes dois casos com os derivados 12, 17, 20, 22 e

23 das series G e F, estao representadas nos Quadros 1 e 1 bis a



seguir. Estes quadros mostram que os derivados de AmB preparados

pelo processo de acordo com a presente invengao conservam, por

conseguinte, as propriedades antibioticas da molécula de onde

provem, o AmB.

UADRO 1

ACTIVIDADE ANTIFONGICA "IN VITRO" DOS DERIVADOS DO AmB SOBRE

DIFERENTES ESPECIES DE FUNGOS :

COMPARACAO DOS SAIS SOBRE

0S DIFERENTES DERIVADOS DO AmB

CI 50 em Molaridade*

DERIVADOS "Saccharomyces "Cryptoccocus "Pytirosporum
cerevisiae" neoformans" orbiculare"
FUNGIZONA™™ N.D. 5.1078 1,5 1078
AmB° 5,4.1077 8.1078 < 1078
Serie F
AmB 12 1,1.107° 1 6,5.1078 9,6.107°
AmB 17 1,4.107° 1,5.10"7 9.1078
AmB 20 1,1.107° 4,5.1078 1.1077
AmB 22 1,6.107° 2,5.10"7 1,8.107/
AmB 23 1,6.107° 1,5.1077 7,6.1078
Serie G
AmB 12 6,2.107/ 8.1078 N.D
AmB 17 8,6.10"7 6.10°8 N.D
AmB 20 1.107° 6.10°8 N.D
AmB 22 1,2.107° 1,2.1077 N.D
AmB 23 1.107° 1,7-10"7 N.D




QUADRO 1bis

ACTIVIDADE ANTIFUNGICA "IN VITRO" DOS DERIVADOS DO AmB SOBRE

DIFERENTES ESPECIES DE FUNGOS : COMPARAGAO DOS SAIS SOBRE

OS DIFERENTES DERIVADOS DO AmB

CI 50 em Molaridade®

*% k%
Derivados |"Candida |"Candida | "Aspergillus |"Aspergillus
albicans'lalbicans™ flavus" fumigatus"
B 2630
FUNGIZONA| 1,9.1078| 8.10"8 N.D. N.D.
AmB* §.10"8 3,5.1077 5.1073 5.1073
Série F
AmB 12 9.10°8 | 2,4.1077 3.1074 8.1073
amB 17 | 1,3.1077 W.D. 2.1074 2.1074
Amb 20 8,5.1079 1,5.10"7 1,5.10"4 2.10"4
AmB 22 5,6.10"7 N.D. 1,5.1074 5.107¢
AmB 23 | 4.1077 N.D. 6.1074 2.1074
Série G )
AmB 12 1.10~7 N.D. 9.1073 1.10~¢
AmB 17 1,2.10°71  N.D. 9.1073 3,5.107°
AmB 20 1.10°7 N.D. 6.10"4 1,3.1074
AmB 22 9.10~8 N.D. 9.1073 1.1074
AmB 23 | 1 10”7 N.D. 5.1074 . 9,107°

Quadro 1 e lbis
Serie F : Catalise pelo acido oxalico, sal de NMG
Serie G : Catalise pelo acido oxalico, sal misto de amdnio e de

oxalato

wle
w

(
(0
(

CI 50 = concentragao -que inibe 50% do crescimento dos germes

S~ N

AmB dissolvido em uma solugcao glicosada a 5%

L

o
w

*) concentrac¢ao que da uma inibicado do crescimento de 1 cmem torno
de um disco em meio solido
(++) marca depositada.
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B) ESTUDOS TOXICOLOGICOS

As propriedades toxicas dos derivados de acordo com a
presente invengao foram estudadas sobre globulos vermelhos
humanos e murinos assim como sobre células linfdides do sangue
periférico, da medula Ossea, do Timo no Homem, sobre os 1linfo-
citos T e B esféricos do murganho e sobre duas linhas tumorais

XG3 (murganho), Daudi (Homem).

B.1: Estudo da toxicidade sobre os globulos vermelhos.

Todas as solucgoes dos derivados do AmB de acordo com a
presente invengao sao preparadas extemporaneamente mediante
diluicao de 4 mg das moléculas em 100 /Ll de solugao de glucose
a 5% e depois, apos 15 minutos ao abrigo da luz, adicionam-se
100 /Ll de agua destilada estéril e completa-se com uma solucio
de glicose a 57 para se obter solugoes-maes a 4 mg/ml. Para
estudar comparativamente os efeitos do AmB, diluem-se 4 mg de

FUNGIZONA em 1 ml de glucose a 5%.

As celulas preparam-se mediante deposigcao de 1 ml de sangue
periferico colhido e diluido a meio sobre um Ficoll-hypaque para
eliminar os linfocitos, depois mediante centrifugacao durante
20 minutos a 2000 rpm. Recupera-se o sedimento de globulos
vermelhos, lava-se uma vez com cloreto de sodio a 0,97 depois

duas vezes com cloreto de potassio 150 mM Tris HCl 0,5 mM, pH 7,4.



Faz-se depois uma suspensao a 1,257 em uma solucao KC1
150 mM, Tris HCL 0,5 mM, pH 7,4 e distribuem-se 150 /al por
alvéolos assim como 50 /u1 de cada uma das diluigoes de derivados,

mais um alvéolo testemunha (solucao de glicose a 5%).

Incubam-se entao as celulas durante 1 hora e 30 minutos a

37°C em estufa himida.

Para determinar a lise celular, doseia-se a hemoglobina
mediante colheita de 100 /ul de sobrenadante em cada um dos

alvéolos e mediante diluigao em 1 ml de agua destilada.

Calcula-se a concentragao em hemoglobina mediante determi-
nacao da densidade optica a 540 mm e tendo em conta a absorgao

dos derivados da Anfotericina B.
A DL, que & a dose que lisa 507 das hemaceas (obtém-se
uma testemunha de lise de 100% com agua destilada, obtém-se uma

testemunha de lise de 0% com uma solugao de glicose a 57).

B.2: Estudo da toxicidade sobre as celulas nucleadas.

As solucoes de derivados da Anfotericina B de acordo com
a presente invengao preparam-se do mesmo modo que as mencionadas

no paragrafo B.l.



Preparam-se as células mediante deposicao de 20 ml de sangue
diluido a 1/2 com cloreto de sodio 0,97, sobre 10 ml de Ficoll-
-hypaque e mediante centrifugacao durante 30 minutos a 2000 rpm.
Recupera-se o anel de céelulas e lava-se duas vezes com tampao

PBS contendo 57 de soro fetal de vitela.

Preparam-se as células mediante suspensao de 1,14.106 célu-
las/ml em RPMI 1640 contendo 2,57 de soro fetal de vitela e
distribuicao de 150 /Ll por alveolos. Adicionam-se 50 /Ql de
cada diluigao dos derivados assim como uma testemunha (solucao

de glicose a 5%).

Imcubam-se em seguida as células durante 1 hora e 30
minutos em uma estufa himida com 5% de Co,, a 37°C ou a tempera-

tura ambiente.

Para determinar a toxicidade dos derivados de acordo com a
presente invencao, faz-se uma contagem celular na presenga de
azul de triptano e calcula-se a DL 50 ( concentracao de derivado
que leva a uma mortalidade de 50%) em relacao a testemunha

(solucao de glicose a 57) para cada concentracao de cada

derivado.

Os quadros 2, 2 bis e 3, 3 bis a seguir mostram que os
derivados preparados pelo processo de acordo com a presente

invengao sao muito menos tdxicos do que a Anfotericina B para as



células humanas, podendo isto variar de um derivado para outro.
0 quadro 4 representa um estudo comparativo "in vitro" da toxi-
cidade do AmB, do derivado nao rearranjado e do mesmo derivado

rearranjado utilizando diferentes catalisadores.

Em conclusao, estes estudos mostram que os derivados
obtidos pelo processo de acordo com a presente invencao conservam
as propriedades antibioticas AmB e que a sua toxicidade se perdeu

totalmente ou diminuiu consideravelmente.

UADRO 2
TOXICIDADE "IN VITRO" DOS DERIVADOS DO AmB SOBRE DIFERENTES
CELULAS DE MURGANHOS : COMPARACAQ DOS SAIS SOBRE 0S
DIFERENTES DERIVADOS DO AmB

DL 50 em Molaridade

DERIVADOS GLOBULOS VER- CELULAS CELULAS
MELHOS T DE GANG.+ B DE GANG.+

FUNGIZONA' * 6.106 1,5.10-6 2.10-6
SERIE F
AmB 12 2.1073 1.1073 1.1073
AmB 17 3.1073 2.1073 1,5.1074
AmB 20 1,2.1074 1.1074 1.1074
AmB 22 9.1073 . 2.1075 2.1075
AmB 23 1,2.1073 N.D. N.D.
SERIE G _
AmB 12 2.1073 N.D. N.D.
AmB 17 1.1073 N.D. N.D.
AmB 20 4.10°6 N.D. N.D.
AmB 22 1.1075 N.D. N.D.
AmB 23 4.10-6 N.D. N.D.




QUADRO 2bis

TOXICIDADE "IN VITRO" DOS DERIVADOS DO AmB SOBRE DIFERENTES
CELULAS DE MURGANHOS : COMPARAGAO DOS SAIS SOBRE 0S
DIFERENTES DERIVADOS DO AmB.

D1 50 em Molaridade

DERIVADOS - TIMOCITOS X 63x*

FUNGTZONA' 2.1076 4.1075
SERIE F :
AmB 12 4.10°° > 1.1073
AmB 17 _ 8.10°6 > 1.1073
AmB 20 8.10"6 > 1.1073
AmB 22 3,5.10°6 > 1.10"3
AmB 23 3.1076 > 1.1073
SERIE G
AmB 12 5.1078 5.1074
AmB 17 5.1076 1,5.1074
AmB 20 4.10° 1,5.1074
AmB 22 5.10°6 4.1074
AmB 23 2,5.1076 5.1074

SERIE F : catalise pelo acido oxalico, sal de NMG

SERIE G : catalise pelo acido oxalico, sal misto de aménio e
: de oxalato

(+) gang : ganglios para-adrticos e inguinais
(**) X 63 : limfoma B murino

(++) marca depositada



UADRO 3

TOXICIDADE "IN VITRO" DOS DERIVADOS DO AmB SOBRE DIFERENTES

CELULAS HUMANAS : COMPARACAQ DOS SAIS DOS DIFERENTES

DERIVADOS DO AmB

DL 50 em Molaridade

DERTVADOS PBL GLOBULOS VER~ MEDULA
MFETHOS . OSSEA

FUNGIZONA' 3,5.10°5 3.1076 2.1074
SERIE F
AmB 12 > 1.1073 1.1074 > 1.1073
AmB 17 > 1.1073 2.1074 > 1.1073
AmB 20 > 1.1073 2.1074 1.10°3
AmB 22 > 1.1073 1.10"4 1.1073
AmB 23 8.1073 5.1073 N.D.
SERIE G _
AmB 12 4,5.1073 3.1073 N.D.
AmB 17 1.1073 5.1075 N.D.
AmB 20 3.10°5 8.1073 N.D.
AmB 22 3.10°3 5.1073 N.D.
AmB 23 8.1076 1.107° N.D.
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QUADRO 3BIS

TOXICIDADE "IN VITRO'" DOS DERIVADOS DO AmB SOBRE DIFERENTES

CELULAS HUMANAS : COMPARAGCAO DOS SAIS DOS DIFERENTES

DERIVADOS DO AmB

DL 50 em Molaridade

DERTIVADOS TIMOCITOS DAUDI**
FUNGIZONA *F 6.10-5 2.10-5
SERIE F
AmB 12 > 3.1074 >1.1073
AmB 17 > 3.1074 > 1.1073
AmB 20 > 3.1074 >1.10°3
AmB 22 > 3.1074 >1.1073
AmB 23 N.D. >1.1073
SERIE G
AmB 12 N.D. > 3.1074
AmB 17 N.D. 3.1074
AmB 20 N.D. 5.1074
AmB 22 N.D. 7.1074
AmB 23 N.D. 3_10-4

SERIE F : catalise pelo acido oxalico, sal de NMG

SERIE G : catalise pelo acido oxalico, sal misto de amdnio e
de oxalato

(**) DAUDI : limfoma B humano

(++) marca depositada
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UADRO 4

TOXICIDADE "IN VITRO" DO DERIVADO AmB SOBRE 0S PBLs HUMANOS

COMPARAGAO DE DIFERENTES CATALISADORES

DERI\E\DO ' DL 50
FUNGIZONA *F 3,5.10-5
i (@)
Sem catalise 8.105
sal de NMG
. Leas (D). -
Malonato dietilico > 1.10"3
sal de NMG
. P (b)
Acido oxalico > 1.10-3
sal de NMG
Acido acético ®) 2.10-4
sal de NMG

(a) derivado nao rearranjado
(b) catalisador utilizado para o rearranjamento

(++) marca depositada



C) ESTUDO DA ESTRUTURA E DA ESTABILIDADE DOS DERIVADOS DE

ACORDO COM A PRESENTE INVENCAO:

Cc.1. Estudo analitico da estrutura

C.l.a Espectro U.V.

Os espectros U.V. dos derivados do AmB de acordo com a

presente invencao mostram a conservacgao da estrutura poliénica

do AmB.

A figura 1 representa em exemplo o espectro U.V. do AmB 12F.

C.1.b RMN do carbono

13

Os espectros de RMN "~C dos derivados de acordo com a

presente inveng¢ao permitem confirmar a sua estrutura amadoriana.

13

O espectro "“C RMN do AmB 12F e dado em exemplo, figura 2.

C.l.c : HPLC

Os espectros de HPLC em fase inversa do derivado AmB 12
rearranjado e do derivado correspondente nao rearranjado sao

dados em exemplo na figura 3.
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C.2. Solubilidade dos derivados do AmB de acordo com a

presente invencao.

O AmB (utilizado como testemunha) ou os derivados obtidos
sao dissolvidos a temperatura ambiente em uma solucdo de glicose
a 5%, ate a saturagao.

Nestas condigoes, o AmB é& insoluvel.

0 derivado AmB 17 é soltivel até uma concentfagéo de 20

mg/ml.

0 derivado AmB 20 & solivel até uma concentracao de 40

mg/ml.

0 derivado AmB 12 & solGvel até uma concentracao de 150

mg/ml.

C.3 : Estabilidade dos derivados do AmB de acordo com a

presente invencao

C.3.a. : em solugao

A degradagao dos derivados de acordo com a presente
invengao ao longo do tempo & seguida por HPLC. A figura 4 mostra
os resultados obtidos (percentagem do derivado nao degradado)

para uma solugao a 2,5 mg/ml de AmB 20 a :



— 37°¢
. temperatura ambiente

o
-, 4 cC
C.3.b sob a forma de po
Quando se conservam os derivados de acordo com a presente

invencao sob a forma de po, estes permanecem estaveis durante

varios meses.



REIVINDICACOES

l.- Processo para a preparacdo de derivados de macroli
dos poliénicos basicos, comportando um macrdlido poliénico ba-
sico N-substituido por um grupo l-amino-l-desoxi~l-cetose, ele

proprio substituido, de fdrmula geral

ORl

OH
HO CH3

NH



na qual:

Rl representa a parte macrociclica de um macrdlido
poliénico e
R2 representa:

- uma estrutura de f£ormula geral

R, R,
o 0 0 ().
/
; CH,
H OH

na qual R, representa um adtomo de hidrogénio ou um
grupo metilo e R4 representa um atomo de hidrogénio
ou um grupo metilo, triclorometilec, butilo terc.,
propilo, benzilo, fenilo ou fenilo substituido por
um ou varios grupos metoxi, nitro ou fosfato, ou en
tdo R3 e R4 representam anéis de um grupo cicloal-
quilo,

ou entio

- uma estrutura de formula geral

OR6

R.O CH (b)
OH OH

na qual R5 e RG representam grupos alquilo, arilo ou



,‘r
v \\
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acilo,

ou entdo

- uma estrutura de férmula geral

(c)

na qual R7 representa um grupo electroatractor, tal
como um grupo carboxilo, éster, acilo, amida, nitri-
lo, tri-halogenometilo ou um grupo heterociclico e

R8 representa um grupo hidroxilo, amina ou tiolo

ou entao

- uma estrutura de férmula geral

o

OR9 0

12 /// (@)

CH2

——e

ORlo ORll

na qual R9, Rlo e Rll representam, cada um, um radi-

cal alquilo, acilo ou arilo e R12 representa um gru-
po hidroxi, amina ou alcoxi,
ou entao
- um di-holosido,

caracterizado pelo facto de efectuar as seguintes etapas na se-
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guinte ordem:

a) uma etapa de condensagao de um ﬁacrélido poliénico
e de um acﬁcar redutor, eventualmente substituido, apto para
efectuar um rearranjo de Amadori;.

b) uma etapa de indugaoc do rearranjo de Amadori com um
catalisador escolhido no grupo constituido pelos acidos de
Brdonsted e os catalisadores com metileno activo;

c) uma etapa para a separagao.do derivado rearranjado do

meio reaccional.

2.- Processo de acordo com a reivindicagdo 1, para a
preparacdo de derivados de. formula geral I sob a forma de sais
de um dcido de Brdnsted, caracterizado pelo facto de se utili-

zarem compostos iniciais correspondentemente substituidos.

3.- Processo de acordo com a reivindicagdo 2, para a
preparacdc .de compostos de férmula geral I sob a forma de sais
mistos de oxalato.de ambnio, caracterizado pelo facto de se
utilizarem compostos iniciais correspondentemente substitui-

dos.

4.- Processo de acordo com a reivindicacdo 1, para a
preparacao de compostos de formula geral I sob a forma de sais
de N-metil-glucamina, caracterizado pelo facto de se utiliza-

rem compostos iniciais correspondentemente substituidos.
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5.- Processo de acordo com uma gqualquer das reivindica-
¢Oes 1 a 4, para a preparacdo de derivados de férmula geral I,
em que o macrolido poliénico & a Anfotericina B, caracterizado

pelo facto de se utilizarem compostos iniciais correspondente-

mente substituidos.

6.~ Processo de acordo com uma qualguer das reivindica
¢oes 1 a 5, para a preparagido de l-amino-l-desoii-D-arabino-glg

curonil-AmB de f£ormula geral

CO.H HO (IX)

OH

OH

cu do seu sal de N-metil-glucamina, ou do seu sal misto de oxa-
lato de ambénio, caracterizado pelo facto de se utilizarem com-

postos iniciais correspondenmente substiuidos.

7.- Processo de acordo com uma gqualguer das reivindica-

¢oes 1 a 5, para a preparacac de l-amino-l-desoxi-D-arabino-glu

coronamidil-AMB de fdérmula geral



OR

OH (X)

ou do seu sal de N-metil-glucamina, ou do seu sal misto de oxa
lato e de ambnio, caracterizado pelo facto de se utilizarem

compostos iniciais correspondentemente substituidos.

8.~ Processo de acordo com uma qualquer das reivindica
¢oes 1 a 5, para a preparacido de l-desoxi-l-amino-4,6-0-benzi-

lideno-D-frutosil-AMB de f6rmula geral

OH (VI,

H OH

ou do seu sal de N-metil-glucamina, ou do seu sal misto de oxa
lato e de ambénio, caracterizado pelo facto de se utilizarem

compostos iniciais correspondentemente substituidos.



9.~ Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracteri
zado pelo facto de compreender além disso uma etapa para a pre

paragao do sal de N-metil-glucamina do derivado rearranjado.

10.- Processo de acordo com a reivindicag¢do 1, caracte-~
rizado pelo facto de o aglcar redutor gue sofre o rearranjo

ser a D-glucopiranose ou um dos seus derivados.

1ll.- Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracte-
] , .
rizado pelo facto de o agucar redutor que sofre o rearranjo

ser o d&cido @ -D-glucurdnico.ou um dos seus derivados.

12.- Processo para a preparacdo de composicdes farmacéu
ticas, caracterizado pelo facto de se misturar uma quantidade
efectiva de ﬁm composto de. £ormula geral I, preparado pelo pro
cesso de acordo com uma qualquer das reivindicacdes 1 a 11, co
mo ingrediente activo, com um excipiente apropriado, aceitavel

sob o ponto de vista farmacéutico.

Lisboa, 13 de Novembro de 1990

0 Aeaate Oficial da Proprecade Industrial

ééé;’///’/////7
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RESUMO

"PROCESSO PARA A PREPARACAO DE NOVOS DERIVADOS SOLUVEIS E NAO
TOXICOS DE MACROLIDOS POLIENICOS BASICOS E DE COMPOSIGOES FAR

MACEUTICAS QUE OS CONTEM"

Descreve-se um processo para a preparacido de derivados
de macrdolidos poliénicos basicos, comportando um macrdlido po-
liénico basico de N-substituido ‘por um grupo l-amino-l-desoxi-

-l-cetose, ele prdprio substitulido, de fdrmula geral

OR:!

(I)

caracterizado pelo facto de se efectuar as seguintes etapas, na
seguinte ordem:

a) uma etapa de condensagdao de um macrdlido poliénico e
de aclicar redutor, eventualmente substituido, apto para efectuar

um rearranjo de Amadori;



b) uma etapa de indugdo do rearranjo

de Amadori com um

catalisador escolhido no grupo constituido pelos acidos de

Brénsted e os catalisadores com metileno activo;

c) uma etapa para a separagdo do derivado rearranjado

do meio reaccional.

Os compostos preparados pelo processo de acordo com a

presente invenc¢do sd3o Uteis para a preparacdo de composigdes

farmacéuticas.

Lisboa, 13 de Novembro de 1990

- Fryoriedade D]
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