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DESCRIPCION
Sanfetrinem o una sal o éster del mismo para su uso en el tratamiento de una infeccién por micobacterias

El trabajo que condujo a esta invencidon ha recibido financiacion del programa Personas (Acciones Marie Curie) del
Séptimo Programa Marco de la Unién Europea (FP7/2007-2013) bajo el convenio de subvencion REA n.? 291799.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a sanfetrinem, o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, en la que el profarmaco se forma sobre el resto acido carboxilico libre, para su uso en el tratamiento de una
infeccion por micobacterias o una enfermedad que resulta de una infeccidén por micobacterias. Mas especificamente,
la presente invencion se refiere a sanfetrinem, o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
en el que el profarmaco se forma sobre el resto acido carboxilico libre, para su uso en el tratamiento de la tuberculosis.
En particular, la presente invencion se refiere al profarmaco, sanfetrinem cilexetilo, para su uso en el tratamiento de la
tuberculosis.

Antecedentes de la invencion

Casi diez millones de personas se infectan con tuberculosis (TB) cada afo, lo que provoca 1,5 millones de muertes
cada ano, segun un informe publicado por la Organizacién Mundial de la Salud en 2014. A pesar de los tratamientos
disponibles para la tuberculosis, la carga global de la enfermedad sigue siendo un problema importante debido a
Mycobacterium tuberculosis, el agente bacteriano causante de la TB, que se vuelve resistente a muchos de los
tratamientos.

Aunque la TB esta provocada por una infeccién bacteriana, el uso de la clase mas relevante de antibiéticos, los B-
lactdmicos, se ha ignorado en gran medida. A pesar del hecho de que las docenas de farmacos B-lactdmicos
aprobados constituyen una estimacion de dos tercios del mercado global de antibiéticos, su evaluacion frente a la TB
estuvo limitada por fallos tempranos en los ensayos clinicos y suposiciones de que la pared celular micobacteriana
lipdfila era impermeable a tales moléculas altamente polares.

Sanfetrinem cilexetilo es un antibiético experimental de la década de 1990 vinculado con infecciones provocadas por
una variedad de especies bacterianas, pero sin incluir micobacterias.

Debido a la aparicion cada vez mayor de cepas resistentes a multiples farmacos de Mycobacterium tuberculosis y la
alta incidencia continua de la TB, existe la necesidad urgente de proporcionar compuestos farmacolégicos adicionales
para el tratamiento de TB.

El documento WO 2016/046845 A1 se refiere a la tecnologia de nanoparticulas dirigidas furtivas (STN) para la
administracién oral de agentes terapéuticos escasamente biodisponibles. Se nombran un gran nimero de agentes
terapéuticos, incluidos antibiéticos, especificamente betalactamicos, uno de los cuales es sanfetrinem.

CARL N WIVAGG ET AL: “Mechanisms of [beta]-lactam killing and resistance in the context of Mycobacterium
tuberculosis”, THE JOURNAL OF ANTIBIOTICS, vol. 67, n.? 9, 23 de julio de 2014 (23-07-2014), paginas 645-654,
comenta el hecho de que los betalactamicos son una de las clases mas utiles de antibiéticos contra muchos patégenos
bacterianos comunes, con la excepcion de Mycobacterium tuberculosis. Se exploran el mecanismo de accién de los
betalactamicos contra Mycobacterium tuberculosis asi como posibles mecanismos de resistencia, y se mencionan
ciertos carbapenémicos en combinaciéon con clavulanato en el contexto de la actividad contra Mycobacterium
tuberculosis resistente a farmacos.

LOWTHER J ET AL: “New Betalactams - P706: Synergistic, Additive or Indifferent Effects of Sanfetrinem, a New Oral
Trinem, in Combination with Other Antimicrobial Agents”, CLINICAL MICROBIOLOGY AND INFECTION, ELSEVIER
LTD, GB, vol. 3, n.2 supl. 2, 1 de julio de 1995 (01-07-1995), pagina 169, comentan las pruebas de sanfetrinem, un
nuevo agente antibacteriano de amplio espectro potente que pertenece a la clase de trinem de antibi6ticos
betalactamicos, junto con otros antimicrobianos. Globalmente, la combinacion de sanfetrinem con otros
antimicrobianos era principalmente aditiva o indiferente. No se observaron casos significativos de antagonismo.

Sumario de la invencion
Las referencias a métodos de tratamiento en el presente sumario y la descripcion detallada han de interpretarse como
referencias a los compuestos, las composiciones farmacéuticas y los medicamentos de la presente invencion para su

uso en un método para el tratamiento del cuerpo humano (o animal) mediante terapia (o para diagnostico).

En un primer aspecto de la presente invencién, se proporciona
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que tiene el nombre acido (15,5S,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo0-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-
alisoindol-4-carboxilico, o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que el
profarmaco se forma sobre el resto acido carboxilico libre, para su uso en el tratamiento de una enfermedad que
resulta de una infeccién por micobacterias.

En un segundo aspecto de la presente invencién, se proporciona
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que tiene el nombre acido (15,5S,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo0-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-
a)isoindol-4-carboxilico, o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que el
profarmaco se forma sobre el resto acido carboxilico libre, para su uso en el tratamiento de una infeccién por
micobacterias.

En un tercer aspecto de la presente invencién, se proporciona
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que tiene el nombre acido (1S5,55,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-

aJisoindol-4-carboxilico, o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que el
profarmaco se forma sobre el resto acido carboxilico libre, para su uso en el tratamiento de tuberculosis.
25

Se da a conocer en el presente documento un método para el tratamiento de una enfermedad que resulta de una

infeccion por micobacterias en un paciente que lo necesita, que comprende administrar a dicho paciente una cantidad
terapéuticamente eficaz de

30

que tiene el nombre acido (15,55,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-
a)isoindol-4-carboxilico, o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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Se da a conocer en el presente documento un método para el tratamiento de una infecciéon por micobacterias en un
paciente que lo necesita, que comprende administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de

OH

que tiene el nombre acido (15,5S,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo0-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-
a)isoindol-4-carboxilico, o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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Se da a conocer en el presente documento un método para el tratamiento de tuberculosis en un paciente que lo
necesita, que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
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que tiene el nombre acido (1S5,55,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-
15  alisoindol-4-carboxilico, o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Se da a conocer en el presente documento el uso de
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que tiene el nombre acido (15,55,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-
a)isoindol-4-carboxilico, o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo en la fabricacién de
un medicamento para su uso en el tratamiento de tuberculosis, una infeccion por micobacterias o una enfermedad que
resulta de una infecciéon por micobacterias.

En un cuarto aspecto de la presente invencion, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende (a)
OH

que tiene el nombre acido (15,5S,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-
a)isoindol-4-carboxilico, o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que el

profarmaco se forma sobre el resto &cido carboxilico libre; y (b) un excipiente farmacéuticamente aceptable, para su
uso en el tratamiento de tuberculosis, una infeccién por micobacterias o una enfermedad que resulta de una infeccion
por micobacterias.
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En un quinto aspecto de la presente invencién, se proporciona una combinacién de (a)
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que tiene el nombre acido (15,5S,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo0-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-
a)isoindol-4-carboxilico, o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que el
profarmaco se forma sobre el resto acido carboxilico libre; y (b) otro agente antituberculoso adicional, para su uso en
el tratamiento de una infeccidén por micobacterias, una enfermedad que resulta de una infeccién por micobacterias o
tuberculosis.

En un sexto aspecto de la presente invencién, se proporciona una combinacion de (a)

j: T
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HO

que tiene el nombre acido (15,55,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-
alisoindol-4-carboxilico, o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que el
profarmaco se forma sobre el resto acido carboxilico libre; y (b) un inhibidor de B-lactamasa, para su uso en el
tratamiento de una infeccidon por micobacterias, una enfermedad que resulta de una infeccion por micobacterias o
tuberculosis.

Descripcion de las figuras

La figura 1 ilustra los resultados de un modelo de ratén usado para evaluar la actividad antituberculosa in vivo de
sanfetrinem y sanfetrinem cilexetilo.

La figura 2 es un grafico de la distribucion de CIM de sanfetrinem (sal de sodio) contra un panel de cepas de laboratorio
y aislados clinicos.

La figura 3 muestra curvas de dosis-respuesta de sanfetrinem, % de crecimiento frente a la concentracién, solo y en
combinacién con amoxicilina y con amoxicilina mas clavulanato (los valores de concentracion de amoxicilina estan en
pg/ml).

La figura 4 muestra curvas de dosis-respuesta de amoxicilina, % de crecimiento frente a la concentracion, sola y en
combinacién con clavulanato.

La figura 5 muestra curvas de dosis-respuesta para sanfetrinem solo y en combinacién con delamanid.
La figura 6 muestra curvas de dosis-respuesta para sanfetrinem solo y en combinacién con rifampicina.
La figura 7 muestra curvas de dosis-respuesta para sanfetrinem solo y en combinacién con etambutol.
La figura 8 muestra curvas de dosis-respuesta para sanfetrinem solo y en combinacién con amoxicilina.
Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a un compuesto que tiene la siguiente estructura (a continuaciéon en el presente
documento también se denomina compuesto A):
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o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que el profarmaco se forma sobre el
resto acido carboxilico libre, para su uso en el tratamiento de una enfermedad que resulta de una infeccién por
micobacterias. Una infeccidén por micobacterias es una provocada por la infeccién con una micobacteria.

El nombre del compuesto A es acido (15,55,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-
octahidroazeto[2,1-alisoindol-4-carboxilico.

La micobacteria puede ser un miembro de uno de los siguientes grupos de Mycobacterium:

Complejo de Mycobacterium tuberculosis (MTC), complejo de Mycobacterium avium (MAC), clado de Mycobacterium
gordonae, clado de Mycobacterium kansasii, clado de Mycobacterium chelonae, clado de Mycobacterium fortuitum,
clado de Mpycobacterium parafortuitum o clado de Mycobacterium vaccae. La micobacteria puede ser también
Mycobacterium ulcerans o Mycobacterium leprae.

Los miembros del complejo de Mpycobacterium tuberculosis (MTC) incluyen Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis, Mycobacterium bovis BCG, Mycobacterium canetti, Mycobacterium
caprae, Mycobacterium microti y Mycobacterium pinnipedii. Estas micobacterias son agentes causantes de
tuberculosis humana y animal. Mycobacterium tuberculosis es la principal causa de la tuberculosis humana.

En una realizacién, la infeccién es una provocada por una infeccién con una micobacteria que es un miembro del
complejo de Mycobacterium tuberculosis (MTC).

En una realizacion, la infeccion es una infeccion por Mycobacterium tuberculosis. En otras palabras, la infeccién por
micobacterias esta provocada por infeccién con Mycobacterium tuberculosis.

Los miembros del complejo de Mycobacterium avium (MAC) incluyen Mycobacterium avium, Mycobacterium avium
paratuberculosis, Mycobacterium avium silaticum, Mycobacterium avium hominissuis, Mycobacterium columbiense 'y
Mycobacterium indicus pranii.

Los miembros del clado de Mycobacterium gordonae incluyen Mycobacterium asiaticumy Mycobacterium gordonae.
Los miembros del clado de Mycobacterium kansasii incluyen Mycobacterium gastriy Mycobacterium kansasii.

Los miembros del clado de Mycobacterium chelonae incluyen Mycobacterium abscessus, Mycobacterium bolletii y
Mycobacterium chelonae.

Los miembros del clado de Mycobacterium fortuitum incluyen Mycobacterium boenickei, Mycobacterium brisbanense,
Mycobacterium cosmeticum, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium fortuitum subspecie acetamidolyticum,
Mycobacterium houstonense, Mycobacterium mageritense, Mycobacterium neworleansense, Mycobacterium
peregrinum, Mycobacterium porcinum, Mycobacterium senegalense y Mycobacterium septicum.

Los miembros del clado de Mycobacterium parafortuitum incluyen Mycobacterium austroafricanum, Mycobacterium
diernhoferi, Mycobacterium frederiksbergense, Mycobacterium hodleri, Mycobacterium neoaurum'y Mycobacterium
parafortuitum.

Por tanto, la infeccién por micobacterias puede estar provocada por una infecciéon con una micobacteria seleccionada
de las siguientes: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis, Mycobacterium bovis
BCG, Mpycobacterium canetti Mycobacterium caprae, Mycobacterium microti, Mycobacterium pinnipedii,
Mycobacterium avium, Mycobacterium avium paratuberculosis, Mycobacterium avium silaticum, Mycobacterium avium
hominissuis, Mycobacterium columbiense, Mycobacterium indicus pranii, Mycobacterium asiaticum, Mycobacterium
gordonae, Mycobacterium gastri, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium abscessus, Mycobacterium bolletii,
Mycobacterium chelonae, incluyendo Mpycobacterium boenickei, Mycobacterium brisbanense, Mycobacterium
cosmeticum, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium fortuitum subspecie acetamidolyticum, Mycobacterium
houstonense, Mycobacterium mageritense, Mycobacterium neworleansense, Mycobacterium peregrinum,
Mycobacterium porcinum, Mycobacterium senegalense, Mycobacterium septicum, Mycobacterium austroafricanum,
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Mycobacterium diernhoferi, Mycobacterium frederiksbergense, Mycobacterium hodleri, Mycobacterium neoaurum,
Mycobacterium parafortuitum, Mycobacterium ulcerans y Mycobacterium leprae.

Las enfermedades provocadas por una infecciébn con una micobacteria incluyen tuberculosis (por ejemplo de
Mycobacterium tuberculosis), lepra (por ejemplo de Mycobacterium leprae), enfermedad de Johne (por ejemplo de
Mycobacterium avium subspecie paratuberculosis), Ulcera de Buruli o Bairnsdale (por ejemplo de Mycobacterium
ulceran), enfermedad de Crohn (por ejemplo de Mycobacterium avium subspecie paratuberculosis), fibrosis quistica
(por ejemplo de una micobacteria no tuberculosa tal como complejo de Mycobacterium avium-intracellulare y
Mycobacterium abscessus), enfermedad pulmonar o infeccién pulmonar, neumonia, bolsa sinovial, vainas tendinosas,
absceso localizado, linfadenitis, infecciones de la piel y tejidos blandos, sindrome de Lady Windermere (por ejemplo
de complejo de Mycobacterium avium (MAC)), enfermedad pulmonar MAC, complejo de Mycobacterium avium
diseminado (DMAC), complejo de Mycobacterium avium intraceullulare diseminado (DMAIC), neumopatia de las
saunas (por ejemplo del complejo de Mycobacterium avium), mastitis MAC, piomiositis MAC o enfermedad de
granuloma.

En una realizacion, la enfermedad que resulta de una infecciéon por micobacterias es tuberculosis, de manera que la
presente invencion se refiere al compuesto A, o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
en el que el profdrmaco se forma sobre el resto &cido carboxilico libre, para su uso en el tratamiento de tuberculosis.

La invencion también se refiere al compuesto A, o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, en el que el profarmaco se forma sobre el resto &cido carboxilico libre, para su uso en el tratamiento de una
infeccién por micobacterias. En una realizacién particular, la infeccion por micobacterias es una infeccién por
Mycobacterium tuberculosis.

Mas especificamente, la invencion se refiere al compuesto A, o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, en el que el profarmaco se forma sobre el resto acido carboxilico libre, para su uso en el
tratamiento de tuberculosis. En una realizacién, el tratamiento de tuberculosis puede dirigirse al tratamiento de
tuberculosis resistente a multiples farmacos, tuberculosis extensamente resistente a farmacos o sensible a farmacos.

En una realizacion, el tratamiento de tuberculosis se dirige a tuberculosis resistente a mdltiples farmacos o
extensamente resistente a farmacos.

Ademas, el tratamiento puede dirigirse a tuberculosis pulmonar y/o extrapulmonar. El tratamiento puede dirigirse
también al tratamiento de TB latente.

El compuesto A también se conoce como sanfetrinem o GV104326. Una sal de sodio de sanfetrinem se conoceria
como sanfetrinem sédico. Una sal de potasio de sanfetrinem se conoceria como sanfetrinem potasico, y asi
sucesivamente.

Mas particularmente, la invencion se refiere a un profarmaco de éster del compuesto A para su uso en el tratamiento
de una infeccién por micobacterias o enfermedad que resulta de una infeccién por micobacterias, en el que el
profarmaco tiene la siguiente estructura

——N

N4
D

Este profarmaco de éster tiene el nombre 1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-
aJisoindol-4-carboxilato de (1S5,5S,8aS,8bR)-1-(((ciclohexiloxi)carbonil)oxi)etilo. Este profarmaco también se conoce
como sanfetrinem cilexetilo o GV118819X.

Por tanto, la invencién también se refiere a 1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-
a)isoindol-4-carboxilato de (15,55,8aS,8bR)-1-(((ciclohexiloxi)carbonil)oxi)etilo, es decir
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para su uso en el tratamiento de tuberculosis.

Se apreciara que el profarmaco de éster 1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo0-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-
a)isoindol-4-carboxilato de (15,5S5,8aS,8bR)-1-(((ciclohexiloxi)carbonil)oxi)etilo (representado anteriormente) es una
mezcla de diaestereoisdémeros, también conocidos como epimeros. Los diaestereoisémeros pueden estar presentes
en la mezcla en cantidades iguales (una mezcla 1:1) o en cantidades desiguales. Alternativamente, el compuesto

puede estar presente como un diaestereoisémero. Cada diaestereoisémero se representa a continuacién.
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Tales diaestereoisdémeros individuales pueden obtenerse mediante separacién de una mezcla de diaestereoisémeros.

El profarmaco descrito anteriormente puede usarse ventajosamente en el tratamiento de tuberculosis porque puede
administrarse a los pacientes por via oral.

Un profarmaco alternativo es 1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo0-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-a]isoindol-4-
carboxilato de (15,55,8aS,8bR)-(S)-1-((etoxicarbonil)oxi)etilo, que tiene la siguiente estructura,

H

(9] O
P

Este profarmaco puede prepararse segun los procedimientos descritos en, por ejemplo, el documento WO 94/21637
o0 métodos similares.

Todas las estructuras quimicas se han nombrado usando ChemBioDraw Ultra versién 12.0 (mediante conversién de
la estructura en nombre).

Ha de entenderse que las referencias en el presente documento al compuesto A o una sal del mismo incluye el
compuesto A como acido libre, o como sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Por tanto, en una realizacién, la

invencién se refiere al compuesto A. En otra realizacion, la invencion se refiere a una sal farmacéuticamente aceptable
del compuesto A. En otra realizacion, la invencion se refiere a un profarmaco de éster del compuesto A.

8
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El término “profarmaco de éster” se refiere al compuesto A en el que se ha formado un éster sobre/usando el resto
acido carboxilico libre que esta presente. En otras palabras, “profarmaco de éster” significa un éster que se ha formado
usando el &cido libre disponible en la estructura a continuacion.

El término “farmacéuticamente aceptable” se refiere a los compuestos (incluyendo sales), materiales, composiciones
y formas de dosificacion que son, dentro del alcance del juicio médico sensato, adecuados para su uso en contacto
con los tejidos de seres humanos y animales sin excesiva toxicidad, irritacién u otro problema o complicacion, acorde
con una razon de beneficio/riesgo razonable.

Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen, entre otras, las descritas en Berge, J. Pharm. Sci., 1977, 66, 1-19,
o las enumeradas en P H Stahl y C G Wermuth, editors, Handbook of Pharmaceutical Salts; Properties, Selection and
Use, segunda edicién Stahl/Wermuth: Wiley-VCH/VHCA, 2011 (véase
http://www.wiley.com/WileyCDA/WileyTitle/productCd-3906390519.html).

Las sales farmacéuticamente aceptables adecuadas pueden incluir sales de adicién de base.

Tales sales de adicion de base pueden formarse mediante reaccién de acido (1S,55,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-
metoxi-2-oxo0-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-alisoindol-4-carboxilico con la base apropiada, opcionalmente en
un disolvente adecuado tal como un disolvente orgdanico, para dar la sal que puede aislarse mediante una variedad de
métodos, incluyendo cristalizacion y filtracion.

Las sales de adiciébn de base farmacéuticamente aceptables representativas incluyen aluminio, 2-amino-2-
(hidroximetil)-1,3-propanodiol (TRIS, trometamina), arginina, benetamina (N-bencilfenetilamina), benzatina (N,N-
dibenciletilendiamina), bis-(2-hidroxietillamina, bismuto, calcio, cloroprocaina, colina, clemizol (1-p-clorobencil-2-
porrolildin-1’-ilmetilbencimidazol), ciclohexilamina, dibenciletiliendiamina, dietilamina, dietiltriamina, dimetilamina,
dimetiletanolamina, dopamina, etanolamina, etilendiamina, L-histidina, hierro, isoquinolina, lepidina, litio, lisina,
magnesio, meglumina (N-metilglucamina), piperazina, piperidina, potasio, procaina, quinina, quinolina, sodio,
estroncio, t-butilamina y zinc.

Sales farmacéuticamente aceptables particulares segun la presente invencién son la sal de sodio y la sal de potasio
del compuesto A, de manera que el compuesto que va a administrarse a un paciente para el tratamiento es
(15,55,8a5,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-a]isoindol-4-carboxilato de
potasio o (1S,5S,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-ox0-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-alisoindol-4-
carboxilato de sodio, representado tal como sigue
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OH

respectivamente.
En una realizacién, la sal farmacéuticamente aceptable del compuesto A es la sal de sodio.

Se apreciara que el compuesto &acido (1S,55,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-ox0-1,2,5,6,7,8,8a,8b-
octahidroazeto[2,1-a]isoindol-4-carboxilico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o su profarmaco, 1-((R)-
1-hidroxietil)-5-metoxi-2-ox0-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-a]isoindol-4-carboxilato de (15,55,8aS,8bR)-1-
(((ciclohexiloxi)carbonil)oxi)etilo, podria estar en cualquier forma solvatada (por ejemplo hidratada) y/o polimérfica
adecuada de los mismos.

El  compuesto 4acido (1S5,5S5,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-ox0-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-
alisoindol-4-carboxilico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o su profarmaco, 1-((R)-1-hidroxietil)-5-
metoxi-2-oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-alisoindol-4-carboxilato de (15,55,8aS,8bR)-1-
(((ciclohexiloxi)carbonil)oxi)etilo, puede prepararse segun los procedimientos descritos en los documentos EP0416953
y WO 94/21637 o métodos similares.

Especificamente, puede prepararse acido (15,5S5,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo0-1,2,5,6,7,8,8a,8b-
octahidroazeto[2,1-a]isoindol-4-carboxilico o su sal del mismo segun los procedimientos descritos en los ejemplos 4 y
5 del documento WO 94/21637.

Especificamente, el profarmaco, 1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-a]isoindol-
4-carboxilato de (15,55,8aS,8bR)-1-(((ciclohexiloxi)carbonil)oxi)etilo, puede prepararse seglun el procedimiento
descrito en el ejemplo 1 del documento WO 92/03437. Otros profarmacos de éster pueden prepararse segin métodos
similares y métodos conocidos por los expertos en la técnica.

Se da a conocer en el presente documento un método para el tratamiento de una enfermedad que resulta de una
infeccién por micobacterias en un paciente que lo necesita, que comprende administrar a dicho paciente una cantidad
terapéuticamente  eficaz de 4cido  (1S5,55,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo0-1,2,5,6,7,8,8a,8b-
octahidroazeto[2,1-a]isoindol-4-carboxilico o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La infeccién por micobacterias puede estar provocada por una de las micobacterias seleccionadas de la lista descrita
anteriormente en el presente documento, tal como Mycobacterium tuberculosis.

En una realizacién, la enfermedad que va a tratarse es la tuberculosis. Por tanto, se da a conocer en el presente
documento un método de tratamiento de tuberculosis en un paciente que lo necesita, que comprende administrar a
dicho paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de acido (15,55,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-
1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-a]isoindol-4-carboxilico o un profdrmaco de éster o sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

Se da a conocer en el presente documento un método para el tratamiento de una infeccién por micobacterias en un
paciente que lo necesita, que comprende administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de acido
(15,55,8a85,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-aisoindol-4-carboxilico o
un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La infeccién por micobacterias puede estar provocada por una de las micobacterias seleccionadas de la lista descrita
anteriormente. En una realizacién, la infeccién por micobacterias es una infeccion por Mycobacterium tuberculosis, y
se da a conocer en el presente documento un método de tratamiento de una infeccién por Mycobacterium tuberculosis.

Se da a conocer en el presente documento un método para el tratamiento de tuberculosis en un paciente que lo
necesita, que comprende administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de &cido
(15,55,8a5,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-a]isoindol-4-carboxilico o
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un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Se da a conocer en el presente documento un método para el tratamiento de tuberculosis en un paciente que lo
necesita, que comprende administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un profarmaco de
éster del compuesto A. En particular, el profarmaco de éster es 1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-
octahidroazeto[2,1-a]isoindol-4-carboxilato de (1S5,55,8aS,8bR)-1-(((ciclohexiloxi)carbonil)oxi)etilo, que tiene la
estructura representada anteriormente.

Se da a conocer en el presente documento un método para el tratamiento de tuberculosis en un paciente que lo
necesita, que comprende administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de una sal
farmacéuticamente aceptable del compuesto A. En particular, la sal farmacéuticamente aceptable es la sal de sodio,
de manera que el agente administrado a un paciente es (1S5,55,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-
1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-alisoindol-4-carboxilato de sodio.

En una realizacion, el paciente que lo necesita es un paciente humano. El término paciente pretende referirse a una
persona que padece, o esta infectada con, una infecciéon por micobacterias, una enfermedad que resulta de una
infeccion por micobacterias o tuberculosis.

Se da a conocer ademas el uso del compuesto acido (1S,55,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-
1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-a]isoindol-4-carboxilico o un profdrmaco de éster o sal farmacéuticamente
aceptable del mismo en la fabricacion de un medicamento para su uso en el tratamiento de una enfermedad que
resulta de una infeccidén por micobacterias, o en el tratamiento de una infeccién por micobacterias. En particular, se
da a conocer en el presente documento el uso del compuesto acido (15,55,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-
oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-alisoindol-4-carboxilico o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente
aceptable del mismo en la fabricacién de un medicamento para su uso en el tratamiento de tuberculosis.

En particular, también se da a conocer el uso de (155S5,8aS,8bR)-1
1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-a]isoindol-4-carboxilato de sodio o 1
1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-a]isoindol-4-carboxilato de (1S,55,8aS,8bR)
en la fabricacién de un medicamento para su uso en el tratamiento de tuberculosis.

-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-
-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-
-1-(((ciclohexiloxi)carbonil)oxi)etilo

Tal como se usa en el presente documento, el término “cantidad terapéuticamente eficaz” significa cualquier cantidad
que, en comparacién con un sujeto correspondiente que no ha recibido tal cantidad, da como resultado una mejora
del tratamiento, la curacion, la prevencién o la mejora de una enfermedad, trastorno o efecto secundario, 0 una
disminucion de la tasa de avance de una enfermedad o trastorno.

Una “cantidad terapéuticamente eficaz” apropiada dependera de varios factores incluidos, por ejemplo, la edad y el
peso del sujeto, la afeccién precisa que requiere tratamiento y su gravedad, la naturaleza de la formulacién y la via de
administracion, y estara en dltima instancia al criterio del médico encargado.

Los expertos en la técnica apreciaran que las referencias en el presente documento a un tratamiento se refieren al
tratamiento de afecciones establecidas, incluidas, por ejemplo, una infeccion por micobacterias, una enfermedad que
resulta de una infeccion por micobacterias y/o tuberculosis. Sin embargo, el &cido (15,55,8aS,8bR)-1-((R)-1-
hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-a]isoindol-4-carboxilico asi como sales
farmacéuticamente aceptables o profarmacos de éster de los mismos, dependiendo de la afeccién, pueden ser Utiles
también en la prevencion de una infeccién por micobacterias, una enfermedad que resulta de una infeccién por
micobacterias y/o tuberculosis. Por tanto, en una realizacién, se proporciona el tratamiento (reivindicado) o la
prevencion (no reivindicado) de una enfermedad. En otra realizacién, se proporciona el tratamiento de una
enfermedad. En una realizacién no reivindicada adicional, se proporciona la prevencién de una enfermedad.

Aunque es posible que, para su uso en el tratamiento de una infeccién por micobacterias, una enfermedad que resulta
de una infeccién por micobacterias o tuberculosis, el acido (1S,55,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-
1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-a]isoindol-4-carboxilico asi como sales farmacéuticamente aceptables o
profarmacos de éster del mismo puedan administrarse solos, es comin presentar el principio activo como una
composicion farmacéutica que comprende uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

Por tanto, en una realizacién, se proporciona también una composicion farmacéutica que comprende (a)
(15,5S5,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-a]isoindol-4-carboxilato de
sodio o el profarmaco, 1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-alisoindol-4-
carboxilato de (15,55,8aS,8bR)-1-(((ciclohexiloxi)carbonil)oxi)etilo, y (b) un excipiente farmacéuticamente aceptable,
para su uso en el tratamiento de una infeccidén por micobacterias, una enfermedad que resulta de una infeccién por
micobacterias o tuberculosis.

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse por cualquier via apropiada, por ejemplo por la via oral

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES2925215T3

(incluida bucal o sublingual), inhalada, intranasal, tépica (incluida bucal, sublingual o transdérmica) o parenteral
(incluida subcutanea, intramuscular, intravenosa o intradérmica).

En una realizacién, la composicion farmacéutica se administra por la via de administracion oral. Cuando la composicion
farmacéutica es para administracién oral, en particular, se usa el profarmaco de éster 1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-
oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-alisoindol-4-carboxilato de (15,55,8aS,8bR)-1-
(((ciclohexiloxi)carbonil)oxi)etilo como principio farmacéutico activo.

En una realizacion, la composicién farmacéutica se administra por la via de administracién intravenosa. Cuando la
composicion farmacéutica es para administracién intravenosa, en particular, se usa la sal de sodio o potasio del
compuesto A como principio farmacéutico activo.

Los excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen los siguientes tipos de excipientes: portadores,
diluyentes, cargas, aglutinantes, disgregantes, lubricantes, deslizantes, agentes de granulacién, agentes de
recubrimiento, agentes humectantes, disolventes, codisolventes, agentes de suspension, emulsionantes,
edulcorantes, agentes aromatizantes, agentes enmascaradores del sabor, agentes colorantes, agentes
antiapelmazantes, humectantes, agentes quelantes, plastificantes, agentes viscosificantes, antioxidantes,
conservantes, estabilizadores, tensioactivos y agentes tamponantes.

Los métodos adecuados para formular acido (1S,5S,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-
octahidroazeto[2,1-a]isoindol-4-carboxilico o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo
incluyen los que resultan familiares para los expertos en la técnica, que se describen en Remington: The Science and
Practice of Pharmacy, 212 edicién 2006.

Las composiciones farmacéuticas pueden presentarse en formas de dosis unitaria que contienen una cantidad
predeterminada de principio activo por dosis unitaria. Composiciones de dosificacion unitaria preferidas son las que
contienen una dosis o subdosis diaria, o una fraccién apropiada de la misma, de un principio activo. Tales dosis
unitarias, por tanto, pueden administrarse mas de una vez al dia. Composiciones de dosificacién unitaria preferidas
son las que contienen una dosis o0 subdosis diaria (para administracion mas de una vez al dia), tal como se menciond
anteriormente en el presente documento, o una fraccién apropiada de la misma, de un principio activo.

Para la administracion del principio activo, por ejemplo, el profarmaco de éster, 1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-
1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-a]isoindol-4-carboxilato de (1S5,55,8aS,8bR)-1-(((ciclohexiloxi)carbonil)oxi)etilo,
la dosificacién puede ser de desde 100 mg hasta 2000 mg o de 100 mg a 1000 mg. Por ejemplo, la dosificacién puede
ser de desde 250 mg hasta 500 mg. En particular, la dosificacion oral puede ser de desde 250 mg hasta 1000 mg
administrados dos veces al dia, proporcionando de ese modo una dosis diaria total de 500 mg a 2000 mg. La
dosificacion oral puede administrarse una vez al dia. La cantidad total de principio activo administrada al dia puede
ser de 500, 1000 o 2000 mg.

Para administracién intravenosa, por ejemplo &cido (1S5,55,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-
1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-a]isoindol-4-carboxilico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, la
dosis puede ser de hasta 1 g tres veces al dia, proporcionando una dosis diaria total de 3 g. Alternativamente, la dosis
diaria total puede serde 1,5 g o0 2 g al dia.

El compuesto puede administrarse en una sola dosis al dia o en varias (tal como dos, tres, cuatro, cinco o seis)
subdosis al dia, de manera que la dosis diaria total sea la misma. Una cantidad eficaz de un profarmaco de éster o sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que el profarmaco se forma sobre el resto acido carboxilico libre, puede
determinarse como una proporcion de la cantidad eficaz del compuesto &cido (1S5,5S,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-
metoxi-2-ox0-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-a]isoindol-4-carboxilico o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo per se.

Un ejemplo de una formulacién de comprimido oral que puede usarse se describe en el documento EP502465, que
es tal como sigue.

mg / comprimido

Principio activo, por ejemplo, 1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-

octahidroazeto[2,1-a]isoindol-4-carboxilato de (1S5,55,8aS,8bR)-1- 320
(((ciclohexiloxi)carbonil)oxi)etilo

Lactosa 150
Etilcelulosa 20
Laurilsulfato de sodio 7

Estearato de magnesio
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Ndcleo de comprimido 500 mg

El principio activo y la lactosa pueden combinarse entre siy luego granularse usando agua como fluido de granulacién.
Los granulos secados pueden combinarse entonces con la etilcelulosa, el laurilsulfato de sodio y el estearato de
magnesio y formarse el ntcleo de comprimido usando un punzén adecuado. El comprimido puede entonces recubrirse
(por ejemplo, con un recubrimiento entérico) usando técnicas y recubrimientos convencionales.

Para su uso en la invencion, el compuesto acido (1S,55,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-
1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-a]isoindol-4-carboxilico o un profdrmaco de éster o sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, en el que el profarmaco se forma sobre el resto acido carboxilico libre, puede emplearse solo o
en combinacién con agentes terapéuticos adicionales. En particular, el compuesto acido (15,55,8aS,8bR)-1-((R)-1-
hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-alisoindol-4-carboxilico o un profarmaco de éster o sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que el profarmaco se forma sobre el resto acido carboxilico libre, puede
emplearse en combinacién con agentes antituberculosos y/o antivirales adicionales, incluidos agentes antirretrovirales.

Por ejemplo, también se da a conocer en el presente documento una combinacion de (a) compuesto A o un profarmaco
de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que el profarmaco se forma sobre el resto acido
carboxilico libre, y (b) un agente antituberculoso adicional.

Por tanto, la presente invencion también incluye una combinacion de (a) compuesto A o un profarmaco de éster o sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que el profarmaco se forma sobre el resto acido carboxilico libre, y (b)
un agente antituberculoso adicional, para su uso en el tratamiento de una infecciéon por micobacterias, una enfermedad
que resulta de una infeccién por micobacterias o tuberculosis. En una realizacion, la combinacién es para su uso en
el tratamiento de tuberculosis.

En una realizacion, la combinacién puede comprender dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete agentes antituberculosos
adicionales. Por ejemplo, en el tratamiento de tuberculosis resistente a multiples farmacos, es comun que se
administren combinaciones de cuatro o mas agentes a los pacientes. Por ejemplo, en el tratamiento de tuberculosis
sensible a farmacos, es comun que se administren combinaciones de tres o cuatro agentes a los pacientes.

El agente antituberculoso adicional puede ser un agente en desarrollo, aprobado o recomendado para el tratamiento
de tuberculosis.

En una realizacién, el agente antituberculoso puede seleccionarse de isoniazida, rifampicina, pirazinamida, etambutol,
moxifloxacino, rifapentina, clofazimina, etionamida, protionamida, isoxilo, tiacetazona, rifabutina, una diarilquinolina tal
como bedaquilina (TMC207) o TBAJ-587, nitroimidazo-oxazina PA-824 (pretomanid), delamanid (OPC-67683), una
oxazolidinona tal como linezolid, tedizolid, radezolid, sutezolid (PNU-100480), posizolid (AZD-5847) o TBI-223,
andlogo de EMB SQ109, OPC-167832, GSK3036656A (también conocido como GSKO070), GSK2556286,
GSK3211830, una benzotiazinona tal como BTZ043 o PBTZ169, un azaindol tal como TBA-7371, una
dinitrobenzamida o un betalactamico tal como meropenem, faropenem, ertapenem, tebipenem o combinaciones de
betalactdmicos tales como AUGMENTIN (amoxicilina-clavulanato).

En una realizacion, el agente antituberculoso puede ser AUGMENTIN, es decir, amoxicilina-clavulanato. Por tanto,
también se da a conocer en el presente documento la combinacién del compuesto A o un profarmaco de éster o sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que el profarmaco se forma sobre el resto acido carboxilico libre y
AUGMENTIN.

En otra realizacion, el agente antituberculoso puede seleccionarse de delamanid, rifampicina y etambutol. Por tanto,
también se da a conocer en el presente documento la combinacién del compuesto A o un profarmaco de éster o sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que el profarmaco se forma sobre el resto &cido carboxilico libre, y al
menos uno de delamanid, rifampicina y etambutol.

Una combinacién para uso segun la presente invencion puede comprender ademas un agente antiviral, incluidos
agentes antirretrovirales.

Tales agentes antirretrovirales pueden seleccionarse de zidovudina, didanosina, lamivudina, zalcitabina, abacauvir,
estavudina, adefovir, adefovir dipivoxil, fozivudina, todoxil, emtricitabina, alovudina, amdoxovir, elvucitabina,
nevirapina, delavirdina, efavirenz, lovirida, immunocal, oltipraz, capravirina, lersivirina, GSK2248761, TMC-278, TMC-
125, etravirina, saquinavir, ritonavir, indinavir, nelfinavir, amprenavir, fosamprenavir, brecanavir, darunavir, atazanavir,
tipranavir, palinavir, lasinavir, enfuvirtida, T-20, T-1249, PRO-542, PRO-140, TNX-355, BMS-806, BMS-663068 y BMS-
626529, 5-Helix, raltegravir, elvitegravir, GSK1349572, GSK1265744, vicriviroc (Sch-C), Sch-D, TAK779, maraviroc,
TAK449, didanosina, tenofovir, lopinavir o darunavir.

Una combinacién puede presentarse convenientemente para su uso en forma de una composicion o formulacion
13
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farmacéutica. Por tanto, también se contempla en el presente documento una composicion farmacéutica que
comprende (a) compuesto A o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que el
profarmaco se forma sobre el resto acido carboxilico libre, tal como se describe en el presente documento, junto con
(b) otro farmaco antituberculoso adicional y (c) opcionalmente un agente antiviral incluidos agentes antirretrovirales, y
(d) uno 0 mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

El  compuesto 4acido (1S5,5S5,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo0-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-
aJisoindol-4-carboxilico o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que el
profarmaco se forma sobre el resto acido carboxilico libre, y el/los agente(s) terapéuticamente activo(s) adicional(es)
(tal(es) como el agente antituberculoso y agentes antivirales) puede(n) administrarse juntos o por separado y, cuando
se administran por separado, esto puede producirse por separado o secuencialmente en cualquier orden (por la misma
o por diferentes vias de administracion).

En una realizacion, el compuesto A o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que
el profarmaco se forma sobre el resto acido carboxilico libre, se coadministra con un agente antituberculoso adicional.
Mediante el término “coadministra” quiere decirse o bien administracion simultdnea o bien cualquier manera de
administracion separada del compuesto A o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en
el que el profarmaco se forma sobre el resto acido carboxilico libre, y un agente antituberculoso adicional que se sabe
que es util en el tratamiento de una infeccidn por micobacterias, enfermedad que resulta de una infeccion por
micobacterias o tuberculosis, particularmente tuberculosis.

Las cantidades de acido (1S5,5S5,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo0-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-
a)isoindol-4-carboxilico o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que el
profarmaco se forma sobre el resto acido carboxilico libre, y el/los agente(s) terapéuticamente activo(s) adicional(es)
y los momentos relativos de administracion se seleccionaran con el fin de lograr el efecto terapéutico combinado
deseado.

El  compuesto 4acido (1S5,5S5,8aS,8bR)-1-((R)-1-hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo0-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-
aJisoindol-4-carboxilico o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que el
profarmaco se forma sobre el resto &cido carboxilico libre, puede administrarse en combinacién con un inhibidor de B-
lactamasa.

Por tanto, la invencién también se refiere a una combinacién del profarmaco de éster de sanfetrinem, 1-((R)-1-
hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-alisoindol-4-carboxilato  de (15,55,8aS,8bR)-1-
(((ciclohexiloxi)carbonil)oxi)etilo, y un inhibidor de B-lactamasa, para su uso en el tratamiento de una infeccién por
micobacterias, una enfermedad que resulta de una infeccion por micobacterias o tuberculosis.

La invencion se refiere ademas a una combinacion de la sal de sodio de sanfetrinem, (15,55,8aS,8bR)-1-((R)-1-
hidroxietil)-5-metoxi-2-oxo-1,2,5,6,7,8,8a,8b-octahidroazeto[2,1-alisoindol-4-carboxilato de sodio, y un inhibidor de B-
lactamasa, para su uso en el tratamiento de una infeccién por micobacterias, una enfermedad que resulta de una
infeccion por micobacterias o tuberculosis.

En una realizacién, el inhibidor de B-lactamasa se selecciona de 4cido clavulanico o una sal soluble en agua del mismo
(tal como clavulanato de potasio), tazobactam, avibactam y sulbactam. En una realizacién, el inhibidor de B-lactamasa
es 4cido clavulanico o una sal soluble en agua del mismo, tal como clavulanato de potasio.

En una realizacion, el inhibidor de B-lactamasa puede proporcionarse como una combinacién de amoxicilina y
clavulanato de potasio conocida como co-amoxiclav (también conocida como, por ejemplo, AUGMENTIN). El co-
amoxiclav puede administrarse como comprimidos de 375 mg o 625 mg, en el que el clavulanato de potasio esta
presente en una cantidad equivalente a 125 mg de &cido clavulanico. Adicionalmente, puede administrarse co-
amoxiclav como comprimidos de 1000 mg, en los que estd presente clavulanato de potasio en una cantidad
equivalente a 125 mg de &cido clavulénico. Alternativamente, puede administrarse co-amoxiclav como una cantidad
total al dia de 4000 mg de amoxicilina en la que esta presente clavulanato de potasio en una cantidad equivalente a
250 mg, es decir, administracién de comprimidos de 1000 mg en los que esté presente clavulanato de potasio en una
cantidad de 62,5 mg, en la que se administran dos comprimidos dos veces al dia.

La invencion se describira ahora con referencia a los siguientes ejemplos.
EJEMPLOS
La sal de sodio de sanfetrinem se sometid a prueba en los siguientes ensayos de viabilidad extracelulares e

intracelulares. En el mismo ensayo se sometieron a prueba también algunos otros farmacos de referencia 3-lactamicos
- meropenem, tebipenem, ertapenem y faropenem.
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Se prepar6 sanfetrinem segun uno de los métodos descritos en los documentos EP0416953 y WO 94/21637 (véanse,
por ejemplo, los ejemplos 4 y 5). En los ensayos descritos a continuacién, se usé la sal de sodio de sanfetrinem.

Se adquirié faropenem sédico de AOKChem - CN (ref. A6030).

Se adquiri6 meropenem de Combi Blocks, EE. UU. (ref. ST-9229).

Se adquirié tebipenem de Chemexpress (Shanghai Haoyuan) Co., Ltd. (ref. HY-A0076).

Se adquirié ertapenem de Amatek (ref. DM-0004).

Se usé clavulanato de potasio como fuente de acido clavulanico, denominado “clav” en las tablas a continuacion.
Lista de abreviaturas

DMSO: Dimetilsulfoxido

ADC: Albamina/dextrosa/catalasa

UFC: Unidad formadora de colonia

FBS: Suero bovino fetal

Mtb: Mycobacterium tuberculosis

RPMI: Roswell Park Memorial Institute

PBS: Solucion salina tamponada con fosfato

DETERMINACION DE CIM

La medicion de la concentracién inhibitoria minima (MIC) contra M. Tuberculosis H37Rv para cada compuesto
sometido a prueba se realizé en placas de microtitulacion de poliestireno de fondo plano de 96 pocillos en un volumen
final de 200 pl.

Se realizaron diluciones del farmaco de diez veces del compuesto de prueba en DMSO puro comenzando en 80 uM
desde la columna 1 hasta la 10. Se usé moxifloxacino (MX) como control de compuesto de respuesta a la dosis con
diluciones de 2 veces de MX comenzando en 1 pg/ml en la columna 11. En G-12 y H-12, se dispenso rifampicina a
1 pg/ml como control sin crecimiento. Desde A12 hasta F12, se dispensé DMSO como control de crecimiento.
También se preparé una placa adicional con la misma disposicién pero afiadiendo 4 pg/ml de clavulanato de potasio
(Fluka, ref. 33454) a todas las placas con el fin de someter a prueba el cambio de la CIM en presencia de este inhibidor

de B-lactamasa.

El in6culo se estandarizé a aproximadamente 1x107 ufc/ml y se diluyé 1 en 200 en caldo Middlebrook 7H9
complementado con ADC (Difco). Este inéculo (200 ul y 10 ufc/pocillo) se afiadié a toda la placa.

Todas las placas se colocaron en una caja sellada para evitar que los pocillos periféricos se secaran y se incubaron a
37 °C sin agitacion durante seis dias.

Se preparé una disolucién de resazurina disolviendo un comprimido de resazurina (comprimidos de resazurina para
pruebas lacteas; ref. 330884Y' VWR International Ltd) en 30 ml de PBS estéril (solucion salina tamponada con fosfato).
De esta disolucion, se afiadieron 25 pl a cada pocillo.

Se midié la fluorescencia (Spectramax M5 Molecular Devices, excitacion 530 nm, emisién 590 nm, corte 570 nm)
después de 48 horas para determinar el valor de CIM.

Los valores de CIM extracelular para sanfetrinem, incluido sanfetrinem cilexetilo, y otros B-lactamicos representativos
(meropenem, tebipenem, faropenem y ertapenem) se notifican en la tabla 1 a continuacién. Tal como puede
observarse, se notifican los datos sin procesar junto con un valor de CIM promedio. Una diferencia de dos veces el
valor de CIM se considera dentro del margen de error. Cada valor notificado, separado por una coma, es representativo
de una lectura separada de CIM.
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Tabla 1
Compuesto CIM, uM CIM, uM (sin clav) CIM, pM (promedio CIM, pM (promedio
(con clav) con clav) sin clav)
Sanfetrinem (sal de | 1,25,2,5,5 2,5,5,75 2,9 5
sodio)
Sanfetrinem 5,5, 10, 10, 10, 7,5, 10, 10, 7,5, 10, 8,6 10,6
cilexetilo 5,5,20 10, 20
Faropenem 10, 5, 5, 5, 20, 10, 5, 5, 20, 30, 20 8,9 15,7
7,5,20,10
Meropenem 2,5,5,15,5 15, 40, 40 6,9 31,7
Tebipenem 1,25 7,5 1,25 7,5
Ertapenem 10, 20, 20 80, >80, >80 16,7 >80

ENSAYO DE VIABILIDAD INTRACELULAR

La actividad antituberculosa de los compuestos contra Mycobacterium tuberculosis que crece dentro de monocitos
THP-1 humanos se determiné usando M. tuberculosis H37Rv que contiene el gen de luciferasa de luciérnaga.

Se mantuvieron monocitos THP-1 en suspension con medio RPMI-1640 que contenia el 10 % de FBS, 1 mM de
piruvato, 2 mM de L-glutamina, y se incubaron a 37 °C con el 5 % de COa.

Se hicieron crecer los monocitos hasta la subconfluencia (5x105 células/ml) y se infectaron durante 4 h en un frasco
rotativo de células con una multiplicidad de infeccién (MOI) de 1 con perlas de vidrio asépticas dispersadas en
suspension bacteriana en RPMI-Tween 80 al 0,05 %. Se eliminaron las bacterias en exceso lavando cinco veces en
medio RPMI (1500 rpm, 5 min).

Se dispensaron las células infectadas en placas blancas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo) que contenian
diluciones en serie 1:2 de los compuestos. El porcentaje de DMSO debe estar por debajo del 0,5 %.

Se midié la luminiscencia después de 5 dias usando el kit Steady-Glo Promega en un sistema Victor 1420.

Se procesaron los resultados usando el software Grafit. Se calculan los valores de CIM90 a partir de las curvas de
dosis-respuesta mediante andlisis de regresién no lineal.

En la tabla 2 a continuacién se notifican valores de CIM50 intracelular para sanfetrinem, incluido sanfetrinem cilexetilo,
y otros B-lactamicos representativos (meropenem, faropenem, tebipenem y ertapenem). Los valores de CIM90
intracelular para los mismos compuestos se notifican en la tabla 3. Tal como puede observarse, se notifican los datos
sin procesar junto con un valor de CIM50 promedio y un valor de CIM90 promedio. Una diferencia de dos veces el
valor de CIM se considera dentro del margen de error. Cada valor notificado, separado por una coma, es representativo
de una lectura separada de CIM.

Tabla 2
Compuesto CIM50, pM (con | CIM50, uM (sin | CIM50, uM (promedio | CIM50, uM (promedio
clav) clav) con clav) sin clav)
Sanfetrinem (sal de | 0,7, 2,06, 2,15 1,32,1,64, 2 1,64 1,65
sodio)
Sanfetrinem 0,3,0,9 0,49, 1,2 0,6 0,85
cilexetilo
Faropenem 1,0,1,2 2,2,1,5 1,1 1,85
Meropenem 2,03,1,85 8,97,4,6 1,94 6,78
Tebipenem - - 0,49 4,51
Ertapenem - - 3,84 29,56
Tabla 3
Compuesto CIM90, uM (con | CIM90, uM (sin | CIM90, uM (promedio | CIM90, uM (promedio
clav) clav) con clav) sin clav)
Sanfetrinem (sal de | 6,13, 6,8, 8,82 2,13,6,9,7,69 7,25 5,57
sodio)
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Sanfetrinem 4,6,5,3 34,7 5 5,2
cilexetilo

Faropenem 6,8, 4,7 14,7,10,0 5,75 12,35
Meropenem 5,39, 5,71 19,62, 14,41 5,55 17,01
Tebipenem - - 3,61 46,48
Ertapenem - - 21,02 >50

EXPERIMENTO IN VIVO

Para evaluar la actividad antituberculosa in vivo de sanfetrinem, se us6 un disefio experimental descrito previamente
en Antimicrob Agents Chemother. Agosto de 2015; 59 (8): 4997-9. Sin embargo, se us6 una cepa antecedente
diferente para los ratones deficientes en DHP-1: antecedente 129sv en lugar del antecedente C57BI/6 descrito en el
articulo.

En resumen, se adquirieron ratones hembra 129sv DHP-1 KO libres de patégenos especificos de 8-10 semanas de
edad y se les permiti6 aclimatarse durante una semana. Se infecté a los ratones por via intratraqueal con
aproximadamente 10e5 UFC/ratéon (M. tuberculosis H37Rv). Los compuestos sal de sodio de sanfetrinem (SNF),
sanfetrinem cilexetilo (SNFc), meropenem (MRP) y clavulanato (CLV)) se administraron dos veces al dia desde el dia
9 hasta el dia 14 después de la infeccion. MRP y SFN se administraron por via subcutanea. SFNc y CLV se
administraron por via oral. Se recogieron los pulmones los dias 9 o0 15. Se extirparon asépticamente todos los I6bulos
pulmonares, se homogeneizaron y congelaron. Los homogeneizados se descongelaron y se sembraron en placa en
medio OADC-7H11 al 10 % + carbén activado al 0,4 % durante 18 dias a 37 °C.

El recuento de UFC en pulmén en ratones no tratados fue de 7,4 el dia 9 y de 9,0 logUFC el dia 15. Las UFC en
pulmén para ratones tratados con SFN subcutédneo (sc), SFNc oral (v.0.) y MRP-CLV fueron de 7,3, 7,6 y 7,3
respectivamente (véase la figura 1). En la figura 1, cada punto representa datos de un raton. Los recuentos medios de
UFC en pulmén se muestran sobre los puntos para cada grupo.

SFN y SFNc fueron igualmente eficaces frente a MRP-CLV en este ensayo, previniendo los tres el crecimiento
bacteriano.

Aunque no se observo ningun efecto de destruccién neto, este experimento proporciona evidencias de que sanfetrinem
y sanfetrinem cilexetilo tienen ambos un efecto in vivo.

Todos los estudios con animales se revisaron éticamente y se llevaron a cabo de acuerdo con la Directiva Europea
2010/63/UE y la politica de GSK sobre el cuidado, el bienestar y el tratamiento de los animales.

Conclusion

Tal como se evidencia en las tablas 1-3, sanfetrinem presenta actividad antimicobacteriana, particularmente contra
Mycobacterium tuberculosis, tanto en ensayos intracelulares como extracelulares. Sanfetrinem y sanfetrinem cilexetilo
también presentan actividad antituberculosa in vivo.

ACTIVIDAD IN VITRO DE SANFETRINEM CONTRA AISLADOS CLINICOS DE M. TUBERCULOSIS

Se someti6 a prueba sanfetrinem (sal de sodio) contra un panel de cepas de laboratorio y aislados clinicos, incluidas

tanto cepas susceptibles como resistentes a farmacos. La tabla 4 a continuacion proporciona una descripcién detallada
de los patrones de resistencia de las cepas usadas.

Tabla 4
Nombre Antecedente | Perfil de resistencia
H37Rv H37Rv DS
dH37Rv H526D H37Rv RIF
Cepa clinica S531L Clinica RIF
2A Clinica INH
21 Clinica INH
70 Clinica INH
223 Clinica INH

17



10

15

20

25

30

35

40

ES2925215T3

Nombre Antecedente | Perfil de resistencia
250 Clinica INH
276 Clinica INH
280 Clinica INH
291 Clinica INH
389R Clinica INH
Beijing 1137 Clinica DS
525 (carl) Clinica DS
215 (car3) Clinica DS
275 (carb) Clinica DS
2020 S (car6) Clinica DS
2166S (car8) Clinica DS
Moxi R 488 clinica Clinica MOX
Strep R clinica Clinica STR
Line R H37Rv LZD
CDC 1551 CDC 1551 DS
Erdman Erdman DS

DS, susceptible a farmacos; RIF, rifampicina; INH, isoniazida; MOX, moxifloxacino; STR, estreptomicina; LZD,
linezolid.

Cepas bacterianas, condiciones de crecimiento generales y ensayo de susceptibilidad a MGIT

Las cepas se propagaron a 37 °C en caldo Middlebrook 7H9 (Difco) suplementado con albimina-dextrosa-catalasa
(ADC) de Middlebrook al 10 % (Difco), glicerol al 0,2 % y al 0,05 % (vol/vol). Se realizaron ensayos de susceptibilidad
usando un sistema MGIT 960 de Becton Dickinson (BD) Medical Technology usando tubos BD BL MGIT
suplementados con BD BL MGIT OADC. Brevemente, a los tubos MGIT de 7 ml se les afiadieron 0,8 ml de suplemento
OADC, 0,1 ml de solucién madre de sanfetrinem DMSO y 0,1 ml de células (el volumen final de los tubos MGIT era
de 8 ml) hasta una densidad celular final de 10° células por tubo. Este in6culo convencional produjo un tiempo hasta
la positividad (TTP) de 4 a 5 dias. Se definié TTP como el tiempo necesario para que un cultivo bacteriano alcanzara
un indice de crecimiento (Gl) de MGIT superior a 75. Se sometié6 a ensayo sanfetrinem a cuatro concentraciones
diferentes, es decir, 0,5, 1,25, 5y 20 uM. Para cada aislado, se definié un corte de CIM riguroso como la concentracién
minima capaz de inhibir (Gl<75) el crecimiento bacteriano durante al menos 7 dias. También se usaron rifampicina,
isoniazida, moxifloxacina, linezolid y estreptomicina como controles internos de actividad contra aislados clinicos.

Se sometio a prueba la actividad de sanfetrinem contra un panel de veintitrés cepas de M. tuberculosis, incluidos
aislados clinicos con patrones de susceptibilidad monorresistentes. Se evaluaron cuatro concentraciones diferentes
de sanfetrinem (0,5, 1,25, 5 y 20 uM). El nimero de cepas que comparten los mismos valores de CIM se muestra en
la figura 2. El valor de CIM mas comun fue 5 pM (15 de 23). Cuatro cepas mostraron valores de CIM inferiores a 5 pM,
mientras que en el caso de otras cuatro cepas este valor fue superior. Todas las cepas fueron sensibles a sanfetrinem
dentro del intervalo de concentracion sometido a prueba.

EXPERIMENTOS DE COMBINACION

Se realizaron experimentos adicionales con sanfetrinem (sal de sodio) en combinacién con otros agentes, tales como
amoxicilina (y &cido clavulanico), rifampicina, etambutol y delamanid.

Materiales y métodos - combinacién con amoxicilina y/o clavulanato

Placas de damero

El experimento se realizé en placas de 96 pocillos. Se prepararon placas de damero de sanfetrinem (sal de sodio) con
amoxicilina. Se diluyé la amoxicilina a lo largo de las abscisas de la columna 1 a 9 (de 80 uM a 0,3 uM) mientras que
se diluy6 el sanfetrinem a lo largo de las ordenadas de la fila A G (de 5 uM a 0,08 uM).

Se usaron diluciones en serie de 1:2 y el damero resultante contenia la combinacién de sanfetrinem y amoxicilina con
la concentraciéon mas alta de amoxicilina en la columna 1y la concentracién mas alta de sanfetrinem en la fila A.
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Con el fin de confirmar sus CIM individuales, la columna 10 contenia sanfetrinem solo y la fila H contenia amoxicilina
sola.

El inéculo con DMSO como control de crecimiento positivo se dispensd desde A12 hasta D12, y el in6culo mas
rifampicina (R3501_Sigma) a 1 pg/ml como control de inhibicién se dispensé desde E12 hasta H12. Con estos
controles, fue posible establecer los valores de Z' y la sefal con respecto al fondo como control de calidad de las
placas en el ensayo.

En la columna 11, se dispens6 moxifloxacino como control del ensayo desde A11 (1 pug/ml) hasta H11 (0,008 pg/ml)
para proporcionar una curva de respuesta a la dosis.

Se generaron cuatro placas idénticas, y en dos de estas se anadio clavulanato de potasio (33454-100MG SIGMA) al
damero a una concentracion de 4 pg/ml. El experimento se llevé a cabo con y sin clavulanato.

También se prepar6 un segundo conjunto de cuatro placas con el mismo disefio pero con menos concentracion de
amoxicilina (de 5 uM a 0,02 uM en las columnas 1 a 9) para garantizar que se exploraran todas las concentraciones
de farmaco relevantes.

Inoculo

El medio usado fue 7H9-ADC-Tyloxapol. Se disolvieron 4,7 g de base de caldo Middlebrook 7H9 en 900 ml de agua
desionizada. Entonces se afadieron 5 ml de tiloxapol al 10 % p/v y enriquecimiento con albumina-dextrosa-catalasa
(ADC) al 10 % (Becton Dickinson). La cepa usada fue M. tuberculosis H37Rv y cuando el cultivo estaba en la fase
exponencial del crecimiento, se estandarizo el cultivo a aproximadamente 1 x 107 UFC/ml (DO600=0,125). Entonces,
se diluyé el cultivo 1:200 en 7H9-ADC-Tyloxapol y se afiadieron 200 pl de este indculo a cada pocillo a 5x10* UFC/m.
Las placas se incubaron a 37 °C durante 6 dias.

Lectura

Se us6 resazurina como lectura. Se disolvié un comprimido de resazurina (ref. R/0040/79_Fisher Scientific) en 30 ml
de PBS. Esta disolucién se esterilizo por filtracion (0,22 pm). Se afiadieron 25 ul de la disolucién esterilizada a cada
pocillo y se incubaron las placas durante 48 horas adicionales a 37 °C. Después de la incubacion, se determind la
fluorescencia en SpectraMax M5 (Molecular Devices). Los ajustes fueron: Excitacién 530 nm; emisiéon 590 nm (corte
570 nm).

Analisis de datos

Cada placa de ensayo contenia un conjunto de controles negativos con DMSO, que correspondian al 100 % de
crecimiento bacteriano, y un conjunto de controles positivos (1 pg/ml de rifampicina) en los que se alcanzaba el 100 %
de inhibicién del crecimiento bacteriano. Estos controles se usaron para monitorizar la calidad del ensayo a través de
la determinacion de Z’, asi como para normalizar los datos (% de crecimiento) por placa.

Cada conjunto de mediciones de dosis-respuesta de sanfetrinem (% de crecimiento frente a [sanf]) para los diferentes
casos: en monoterapia y en combinacién con amoxicilina (a diferentes concentraciones) y/o clavulanico; se ajusté a la
siguiente ecuacion de tipo Hill con cuatro parametros (superior, inferior, XC50 y pendiente de Hill):

% de crecimiento = Superior + (Superior-Inferior)/(1+107((LogXC50-Log[sanf])*pendiente de Hill))

Se us6 el método de ajuste de curvas de regresién no lineal disponible en el software GraphPad Prism 6 para calcular
los pardmetros para cada caso.

Obsérvese que, en esta ecuacion, XC50 representa la concentracién para alcanzar el valor de % de crecimiento a
medio camino entre el inferior y superior. El parametro de interés es la concentracion de sanfetrinem para alcanzar un
90 % de inhibicion (es decir, un 10 % de crecimiento), indicado en este caso por CI90. Usando la ecuacién anterior,
este parametro puede calcularse directamente a partir de los parametros estimados tal como sigue:

CI90 = XC50*((10 % - Inferior)/(Superior — 10 %))*(1/pendiente de Hill)
Para la caracterizacion de la amoxicilina en monoterapia, dado que no alcanza un 90 % de inhibicién, se calculé en su

lugar la CI80. Este parametro se calculé de manera analoga a partir de los parametros estimados que resultan del
ajuste no lineal de las correspondientes mediciones de dosis-respuesta: % de crecimiento frente a [amox].
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Resultados

Los datos se notifican en la tabla 5 y las figuras 3 y 4.

Compuestos CI90 (pg/ml)
Sanfetrinem 1,22
Sanfetrinem + Clav 0,55
Sanfetrinem + Amoxicilina (5 pg/ml) 0,91

Tabla 5

Sanfetrinem + Amoxicilina (5 pg/ml) + Clav 0,1

Sanfetrinem + Amoxicilina (10 pg/ml) 0,33

Sanfetrinem + Amoxicilina (10 pg/ml) + Clav | 0,1

Debe observarse que la amoxicilina se sometié a prueba sola y se observé un valor de CI80 (en pg/ml) de 42. También
se sometieron a prueba amoxicilina y clavulanato de potasio en combinacién y se observé un valor de CI80 (en pg/ml)
de 3,9.

El indice de concentracién inhibitoria fraccional (ICIF) (Synergy, antagonism, and what the chequerboard puts between
them. Odds, F.C. 1, s.l., Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 2003, vol. 52), que se basa en el modelo de aditividad
de Loewe (What is synergy? The Saariselkd agreement revisited. Tang J., Wennerberg K. y Aittokallio T. 181, s.I.,
Frontiers in Pharmacology, 2015, vol. 6), para el 90 % de inhibicion del crecimiento (indicado por ICIFgo) se considera
en el presente documento para la evaluacion de la sinergia de combinaciones en este ensayo in vitro de actividad
extracelular. Se considera que un ICIF de < 0,5 representa sinergia. Esta caracterizacién/cuantificacién de la sinergia
es exploratoria y no explica el mecanismo real de sinergia o antagonismo (tal como indicaron Tang J., Wennerberg K.
y Aittokallio T.).

El célculo de ICIFg implica las CI90 de sanfetrinem solo, 1,22 pg/ml; en combinacién con clavulanato, 0,55 pg/ml; en
combinacién con amoxicilina (a 10 pg/ml), 0,33 pg/ml; y en combinacién con amoxicilina (a 5 pg/ml) + clavulanato,
0,1 pg/ml. Dado que el clavulanato solo no es activo y ni la amoxicilina sola ni en combinacién con clavulanato alcanzan
el 90 % de inhibicion del crecimiento (figura 7: dosis-respuesta de amoxicilina), los términos fraccionales
correspondientes en el calculo de la ClFgo son cero:

. Sanfetrinem + Clavulanato:
ICIFs0 = 0,55/1,22 = 0,45
Esto es casi una dilucion, de modo que no se considera que represente una sinergia significativa.
. Sanfetrinem + Amoxicilina (10 pg/ml):
ICIFg0 = 0,33/1,22 = 0,27
Se considera que esta combinacién representa sinergia.
. Sanfetrinem + Amoxicilina (5 pg/ml) + Clavulanato:
ICIF9 =0,1/1,22=0,1
Se considera que esta combinacion representa sinergia.

Materiales y métodos - combinaciones de sanfetrinem (sal de sodio) con rifampicina (RIF), etambutol (EMB),
delamanid (DLD) y amoxicilina (AMX)

Cepa bacteriana y condiciones de crecimiento generales

La cepa Mtb H37Rv se propagé de manera rutinaria a 37 °C en caldo Middlebrook 7H9 (Difco) suplementado con
albumina-dextrosa-catalasa (ADC) de Middlebrook al 10 % (Difco), glicerol al 0,2 % y al 0,05 % (vol/vol).

Ensayo de susceptibilidad a farmacos

Las disoluciones madre de compuestos usados en este estudio se prepararon siempre recientes el mismo dia de la
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inoculacion de la placa. Para su uso en un formato de placa de 384 pocillos, los compuestos se disolvieron en DMSO
y se dispensaron usando un dispensador digital HP D3000 y casetes de cabeza dispensadora HP T8 (n.? de ref.
CV081A) en diluciones de dos veces.

Se determinaron las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) en medio de caldo basado en 7H9. Esto se
suplement6 con glicerol al 0,2 % y ADC al 10 % sin tiloxapol. Se hicieron crecer células micobacterianas hasta una
DOs0o = 0,5-0,8 y se congelaron las disoluciones madre a -80 °C. Tras descongelar, se diluyeron las células en medio
de ensayo hasta una concentracion final de 105 células/ml y se dispensaron en las placas 50 ul/pocillo. Se usaron MTT
[bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] (disolucién mare de 5 mg/ml, ref. de Acros Organics
15224654) y el sistema de ensayo de luciferasa Bactiter-Glo (Promega, Madison, WI) como indicadores de crecimiento
celular para la cepa Mtb H37Rv. Se midié la luminiscencia en un lector de placas Envision Multilabel (PerkinElmer)
usando un modo de luminiscencia ultrasensible placas de 384 opacas blancas (781075_Greiner), con un tiempo de
medicién de 50 ms por pocillo para el sistema Bactiter-Glo y se midi6 una DO de 580 nm en un lector Spectramax M5
(Molecular Devices) usando la placa microtransparente negra de 384 (781091_Greiner) para la lectura de MTT.

Se incubaron las placas durante 7 dias antes de la medicién de la producciéon de ATP (segun las indicaciones del
fabricante) o la conversion de MTT en formazan (25 ul/pocillo de la disolucién madre el dia 6 y 25 ul/pocillo de SDS al
10 % el dia 7), respectivamente. Se usé la concentracion més baja de farmaco que inhibia el 90 % de la conversién
de MTT o la produccién de ATP en comparacién con los pocillos de control interno sin farmaco afiadido (control de
DMSO) para definir los valores de CIM (Clgo).

Ensayo de damero

La actividad del farmaco se determiné en formato de placa de 384 pocillos usando el ensayo de MTT o ATP, tal como
se describid anteriormente. La concentracion inhibitoria fraccional (CIF) para cada compuesto se calculé tal como
sigue: CIFa = (CIM del compuesto A en presencia del compuesto B)/(CIM del compuesto A solo). De manera similar,
se calculd la CIF para el compuesto B. El indice de CIF (ICIF) se calculé como: ICIF = [CIFa + CIFs]. Se considera que
un ICIF de < 0,5 representa sinergia. Se prepararon placas de damero de sanfetrinem (sal de sodio) con rifampicina.
Se diluyé la rifampicina a lo largo de las abscisas desde la columna 12 hasta la 3 (desde 0,08 uM hasta
0,00015625 pM) mientras que se diluyd el sanfetrinem a lo largo de las ordenadas desde la fila A hasta la G (desde
12,8 uM hasta 0,4 uM). La columna 2 y la fila H se usaron para calcular las CIM individuales (sanfetrinem y rifampicina,
respectivamente). Se usaron posiciones equivalentes en los cuadrantes 2, 3 y 4 para etambutol y delamanid y
amoxicilina.

Se diluy6 el delamanid desde 40 nM hasta 0,078 nM y se diluyé el etambutol desde 32 uM hasta 0,06 uM. Se diluy6
la amoxicilina desde 128 uM hasta 0,25 uM. Cada uno de ellos se dispenso en posiciones equivalentes en el cuadrante
2y 3, respectivamente.

Resultados

Los datos se notifican en la tabla 6 y las figuras 5 a 8. Todos los valores de CIM de la tabla 6 se notifican en uM.

Tabla 6
2omp. gomp. gé'\’/'s\ g”\" de | CIMsin_A | CIMsin B | Veces A | Veces B | CIF A | CIF B | ICIF
SFT |RIF |32 |004 |04 0,005 8 8 0125 | 0,125 | 0,25
SFT |EMB |16 |8 0.4 2 4 4 025 |025 |05
SFT |DLD |16 |001 |04 0,0025 |4 4 025 |025 |05
SFT | AMX | 4 128 |05 8 8 16 0,125 | 0,0625 | 0,1875

En la tabla 6 se ha usado la siguiente terminologia.

Comp. Compuesto
CIM Concentracion inhibitoria minima en uM
CIMsin CIM sinérgica del compuesto sometido a prueba (o bien A o bien B) en presencia del otro compuesto (o

bien B o bien A, respectivamente)

Veces CIM/CIMsin

21



ES2925215T3

CIF Concentracion inhibitoria fraccional. CIM de A o B en presencia de B o A, respectivamente / CIM Ao B
solo
ICIF indice de concentracion inhibitoria fraccional. CIF_A + CIF_B. Se cree que un valor de < 0,5 es indicativo

de una interaccién sinérgica
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto

HO O

o profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que el profarmaco se forma sobre

el resto acido carboxilico libre, para su uso en el tratamiento de una enfermedad que resulta de una infeccién
por micobacterias.

10

Compuesto o profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso segun la
reivindicacion 1, en el que la enfermedad es tuberculosis.

3. Compuesto
15

o profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que el profarmaco se forma sobre
el resto acido carboxilico libre, para su uso en el tratamiento de una infeccion por micobacterias.
20
Compuesto o profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso segin la
reivindicacion 3, en el que la infeccién por micobacterias es una infeccion por Mycobacterium tuberculosis.

5. Compuesto
25

o profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que el profarmaco se forma sobre

el resto acido carboxilico libre, para su uso en el tratamiento de tuberculosis.
30

Compuesto para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el compuesto es un
profarmaco de éster de

OH

H

it T

O\\

HO

35
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Compuesto para su uso segun la reivindicacién 6, en el que el profarmaco de éster es

OH

Wit T
ot T

\
W
e

7~/

oSS

Compuesto para su uso segun la reivindicacién 6 o 7, en el que el profarmaco se administra por via oral

Compuesto para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que

H

10

HO

esta en forma de una sal de sodio del mismo.

10. Composicién farmacéutica que comprende (a)

15

o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que el profarmaco se forma

sobre el resto acido carboxilico libre; y (b) un excipiente farmacéuticamente aceptable, para su uso en el
tratamiento de tuberculosis, una infeccién por micobacterias o una enfermedad que resulta de una infeccién
20 por micobacterias.

11. Combinacion de (a)
25
o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que el profdrmaco se forma
sobre el resto acido carboxilico libre; y (b) un agente antituberculoso adicional, para su uso en el tratamiento
de una infeccién por micobacterias, una enfermedad que resulta de una infeccién por micobacterias o
tuberculosis.
30
12.

Combinacién para su uso segun la reivindicacién 11, en el que el agente antituberculoso adicional (b) se

selecciona de isoniazida, rifampicina, pirazinamida, etambutol, moxifloxacino, rifapentina, clofazimina,

etionamida, protionamida, isoxilo, tiacetazona, rifabutina, una diarilquinolina tal como bedaquilina (TMC207)
24
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0 TBAJ-587, nitroimidazo-oxazina PA-824 (pretomanid), delamanid (OPC-67683), una oxazolidinona tal como
linezolid, tedizolid, radezolid, sutezolid (PNU-100480), posizolid (AZD-5847) o TBI-223, analogo de EMB
SQ109, OPC-167832, GSK3036656A (también conocido como GSK070), GSK2556286, GSK3211830, una
benzotiazinona tal como BTZ043 o PBTZ169, un azaindol tal como TBA-7371, una dinitrobenzamida o un
betalactamico tal como meropenem, faropenem, ertapenem, tebipenem o combinaciones de betalactamicos
tales como AUGMENTIN (amoxicilina-clavulanato).

Combinacién para su uso segun la reivindicacién 11 o la reivindicacién 12, en la que el agente antituberculoso
adicional (b) es AUGMENTIN (amoxicilina-clavulanato).

Combinacién para su uso segun la reivindicacion 11 o la reivindicacién 12, que comprende ademas un agente
antiviral, incluido un agente antirretroviral.

Combinacién para su uso segun la reivindicacién 14, en el que el agente antirretroviral se selecciona de
zidovudina, didanosina, lamivudina, zalcitabina, abacavir, estavudina, adefovir, adefovir dipivoxil, fozivudina,
todoxil, emtricitabina, alovudina, amdoxovir, elvucitabina, nevirapina, delavirdina, efavirenz, lovirida,
immunocal, oltipraz, capravirina, lersivirina, GSK2248761, TMC-278, TMC-125, etravirina, saquinavir,
ritonavir, indinavir, nelfinavir, amprenavir, fosamprenavir, brecanavir, darunavir, atazanavir, tipranavir,
palinavir, lasinavir, enfuvirtida, T-20, T-1249, PRO-542, PRO-140, TNX-355, BMS-806, BMS-663068 y BMS-
626529, 5-Helix, raltegravir, elvitegravir, GSK1349572, GSK1265744, vicriviroc (Sch-C), Sch-D, TAK779,
maraviroc, TAK449, didanosina, tenofovir, lopinavir o darunavir.

Combinacién de (a) un compuesto o un profarmaco de éster o sal farmacéuticamente aceptable del mismo
segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9; y (b) un inhibidor de B-lactamasa, para su uso en el
tratamiento de una infeccion por micobacterias, una enfermedad que resulta de una infeccion por
micobacterias o tuberculosis.

Combinacién segun la reivindicacién 16, en la que el inhibidor de B-lactamasa es clavulanato o acido
clavulanico, para su uso en el tratamiento de una infeccién por micobacterias, una enfermedad que resulta
de una infeccién por micobacterias o tuberculosis.

Combinacién para su uso segun la reivindicacién 11 o la reivindicacién 12, en la que el agente antituberculoso
adicional (b) es rifampina.
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Figura 1

26

Final del tratamiento

Inicio del tratamiento



ES2925215T3

Distribucion de CIM de sanfetrinem
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nimero de cepas
(n= 23)

Figura 2
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Delamanid en presencia de concentraciones sub-CIM de sanfetrinem
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Rifampicina en presencia de concentraciones sub-CIM de sanfetrinem
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% de crecimiento con respecto a no tratados
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Etambutol en presencia de concentraciones sub-CIM de sanfetrinem
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Sanfetrinem en presencia de concentraciones sub-CIM de amoxicilina
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