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R? es alquilo C,.4;

R? es -alquilo C1, -alquil Co4-Ar, 0 -alquil Co-Het;

R* e -alquilo Cy4, ~(CH;)14OH, -O-alquilo Cy, -S-alquilo Ci, -N(alquilo C14)z,
-alquil Co4-Ar, -aiquil CorHet, -aiquil Co-cicioalqullo Cy4, -CH(OH)-CHx-R* 0 —(CH3)s. *
3SOaAr,

R* es alquilo C14, Ar 0 Het;

X es H, alquilo Ci4, OR', SR', CN, N(R);, CH:N(R")2, NO;, CF;, CO.R',
CON(R, COR', NR'C(O)R', F, ClI, Br, |, 0 -S(O),CF»;

R' es H, alquilo Cy.4, -alquil Co-Ar; ¥

resQ,102;
0 una de sus sales farmacéuticaments aceptables.
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" TITULO
Inhibidores de Fab I
CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencién se refiere a compuestos farmacéuticaments activos que inhiben

la enzima Fab [ y son Gtiles para el tratamiento de las infecciones bacterianas.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Aunque la ruta global de la biosintasis de los acidos grasos saturados es simi-
lar en todas los organismos, los sistemas de Acido graso-sintetasa (FAS) varian consi-
derablemente con respecto a su organizacion estructural. Los vertebrados y las leva-
duras tienen una FAS en la que tadas las actividades enziméticas estdn codificadas
sobre una o dos cadenas de polipéptidos, respectivaments, y la proteina portadora de
acilo (ACP) es una parte integral del complejo. Por contraste, en la FAS bacteriana,
cada una de ias reacciones estd catalizada por una enzima mono-funcional distinta y
ia ACP es una proteina discreta. Por tanto, existe un considerable potencial para la
inhibicién selectiva del sistema bacteriano por los agentes antibacterianos.

La Fab I (previamente designada como EnvM) funciona como una encil-ACP-
reductasa (Bergler, et al., (1994), J. Biol. Chem. 269, 5483-5496) en |a etapa final de
las cuatro reacciones impiicadas en cada ciclo de la biosintesis de los &cidos grasos
bactarianos. En esta ruta, la primera etapa se cataliza por la f-cetoacil-ACP-sintetasa,
que condensa la malonil-ACP con acetil-CoA (FabH, sintetasa lll). En subsigulentes
rondas, (a maloniACP se condensa con la aciF-ACP de cadena creciente (FabB y
FabF, sintetasas | y |l, respectivaments). La segunda etapa del ciclo de elongaciin es
la reduccién del cetoéster por medio de la f-cetoaci-ACP-reductasa (FabG) NADPH-
depandiente (dependiente del fosfato del dinucledtido de adenina y nicotinamida redu-
cido) . La subsiguiente deshidiratacién por |a p-hidraxiacil-ACP-deshidratasa (o0 FabA o
FabZ) lieva a ia trans-2-enci-ACP, que a su vaz se convierte en acil-ACP por medio
de la enoi-tACP-reductasa NADH-dependiente (Fab I). Rondas adicionales de este
ciclo, que afiaden dos étomos de carbono por ciclo, eventuaiments llevan a la palmi-
toil-ACP (16C), tras lo cual el ciclo se para en gran parte debido a la inhibicidn de la
retroalimentacién de la Fab I por ia paimitoil-ACP (Heat, et al, (1988), J. Blol. Chem.
271, 1833-1838). Por tanto, la Fab 1 es una importanie enzima biosintética y es un
punto reguiador clave en la ruta sintética global de la biosintesis de ios dcidos grasoe
bacteriancs. Por tanto, la Fab I as un objetivo ideal para la intervencidn antibacteriana.

Ciertos estudios han demostrado que los antibléticos de diazaborina inhiben la
blosintesis de los dcidos grasos, fosfolipidos y lipopolisacéridos (LPS) y que el objetivo
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antibacteriano de estos compuestos es la Fab [. Por ejempio, el derivado 2b18 desde
Grassberger ot &/., (1084) J. Med. Chem. 27, 847-853 ha sido descrito como un inhibl-
dor no competitivo de la Fab I (Bergler, of al., (1994), J. Biol.Chem. 269, 5493-5498).
También, los plésmidos que contienen 8l gen de Fab 1 procedente de S. typhimurium
resistente a la diazaborina confieren resistencia a la diazaborina en E. coli (Tumowsky,
et al.,, (1989), J. Bactferiol., 171, 8555-8585). Ademas, la inhibicion de Fab 1 o por la
diazaborina o por aumento de ia temperatura en un mutante de Fab 1 sensible a la
temperatura, es letal. Estos resultados demuestran que la Fab I es esencial para la su-
pervivencia del organismo (Bergler, et al., (1894), J. Biol. Chem. 269, 5493-5496).

Estudios racientes han demostrado que ia Fab I es también el objetivo del tri-
closan, agenta bacteriano de amplio espectro (McMurry, ef al., (1988) Nature 394, 531-
532). La estructura cristalina de la Fab 1 de E. coli compiejada con NAD (dinuciedtido
de adanina y nicotinamida) y triclosan, demueatra que el triclosan achia como un inhi-
bidor muy potente de la Fab I, dirigido al sitio, por imitacién de su sustrato natural (Le-
vy, ot al, (1996) Nefure 398, 383-384). Ward, et al. ((1999) Biochem. 38, 12514
12525) han demostrado que no hay evidencia de la foomacién de un complejo co-
valente entre la Fab I y el triciosan, que deberia ser andlogo a las diazaborinas; el tri-
closan difiere de estos compuestos en que es un inhibidor reversible de Feb 1. Los da-
tos estructuraies del complejo de Fab I con NAD y tricdlosan proporcionan importante
informacidn acerca de la enzima Fab I como un objetivo terapéutico.

De forme importants, se ha descublerto ahora que ciertos compuestos son
inhibidores de Fab 1 y tienen actividad antibacteriana, y, por tanto, pueden ser (ties
para el tratamiento de las infecciones bacterianas en mamiferos, particularments en el
hombre.

SUMARIO DE LA INVENCION

Esta invencién comprende compuestos de la férmula (I), como se dascribe més
adelante, que inhiben la enzima Fab I y son utiles en el tratamiento de las infecciones
bacterianas.

Esta invencién incluye también una composicién farmacéutica que comprends
un compuesto de acuerdo con la férmula (f) y un vehiculo farmacéuticaments acepta-
ble.

Esta invencién incluye también un método para tratar las infecciones bacteria-
nas mediante la inhibicién de Fab 1. En un aspecto particular, los compuestos de esta
invencién son Gtiles como agentes antibacterianos.
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o DESCRIPCION DETALLADA
Esta invencion comprende compuestos de la formula (I):

oot

R' es aiquilo C1;

R? es aiquilo Cs;

R® es -alquilo C.4, -elquil CorAr, 0 -alquil CoHet;

R* es -alquilo Cy., ~(CHz2)14OH, -C-alquilo Cy., -S-alquilo Cy, -N(alquilo Cyq)s,
-alquil CosAr, -alquil CoHet, -alquil Cocicloalquilo Cye, -CH{OH)}-CH-R* 0 —(CH3);.
3S0Ar,

R* o3 alquilo C1, Ar o Het;

X es H, alquilo Ciy, OR', SR, CN, N(R")2, CH:N(R")2, NO;, CF;, CO:R',
CON(R"2, COR', NR'C(O)R', F, Cl, Br, |, 0 -S(O)CF3;

R' o8 H, aiquilo Cy, -alquil CorAr, y

res0,162;

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

También se incluyen en esta invencion las sales de adicién y complejos farma-
céuticamente aceptables de los compuestos de esta invencién. En los casos en que
los compuestos de esta invencién pueden tener uno 0 més centros quiralas, a menos
que se especifique, esta invencién inciuye cada compuesto Gnico racémico, asi como
cada compuesto anico no racémico.

En los casos en que los compuestos tienen dobles enlaces carbono-carbono no
saturados, tanto los isbmeros cls (Z) como los trans (E), estdn dentro del alcance de
esta invencidn. En los casos en que los compuestos puaden existir en formas tautomé-
ricas, tales como los tautdmeros ceto-anbdlicos, tales como

(o] R'
)\ y /& , cada forma tautomérica se contemnpia como incluiia en esta inven-
cién, tanto si axiste en equilibrio como si esté bloqueada en una forma por sustitucion
apropiada con R'. El significado de cualquier sustituyente en cuaiquier caso es inde-
pendients de su significado, o del significado de cuaiquier otro sustituyente en cual-
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También se incluyen en esta invencién los proférmacos de los compuestos de
esta invencién. Se considera que son profarmacoe todos los portadores unidos cova-
lentemente que liberan in vivo el firmaco activo principal segun la formula (1).

Los compuestos de la férmula (I) inhiben la Fab 1. La inhibicién de esta enzima
es util en el tratamiento de las infecciones bacterianas. También, los compuestos de
asta invencién pueden ser Utiles como agentes antifingicos. Adicionalments, los com-
puestos pueden ser Utiles en combinacién con antibiéticos conocidos.

Con respecito a la formula (I), esta invencién incluye preferiblements com-
puestos de la fdrmula (la):

e &
oo

donds R? y R* son como se han definido para los compuestos de la férmula (1).

De forma adecuada, con respecto a la férmula (1), R? es -alquilo C4 © —alquil
Coz-Ph y R es -alquilo Cy., -CH;OH, -O-alquilo C,, —alquil Co-Ph, -alquil Cor-cicloal-
quilo Cy4, -CH(OH)-CH-R*® 0 {CH)S0,Ph, donde R* es como se ha definido para los
compuestos de la formula ().

Ejempios reprasentativos de los nuevos compuestos de esta invencion son los
giguientes:

N-[(2-amino-5-{N-metil-N-{(1-metilindo}-2-i)metillcarbamoil}fenimeti-N-meti-
acetamida;

. N-{(2-amino-5-{N-metil-N-{(1-meatilindol-2-i)metifjcarbemoil}fenil)metil}- N-(2-fe-
niletifjacetamida;

N-[{2-amino-5-{N-metil-N-{(1-metilindol-2-il)metiljcarbamocil}fenil)metil]-2-hidroxi-
4-meti-N-metiipentanamida;

{4-amino-3{(etoxi-N-metilcarbonilamino)metillfenif}-N-metil-N-[(1-metilindol-2-
ilmetiljcarboxamida;

N-{(2-amino-5-{N-metil-N-[{1-metilindol-2-il)metijcarbamoil}feniljmetil}-2-hidroxi-
N-metilacetamida;

N-{(2-amino-5-{N-metil-N-[(1-metilindo}-3-il)metillcarbamoil}fenil)metif}-N-metil-
acetamida;

N-{(2-amino-5-{N-metil-N-{(1-metilindo}-2-i)metil]carbamoil}fenilmetil}-N-fenil-
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acetamida, v

N-[(2-amino-5-{N-metil-N-[{ 1-metilindol-2-il)metiljcarbamoil}fenil)metil}-2-hidroxi-
J-indol-3-i-N-metilpropanamida;

(4-amino-3-{(4-hidroxifenil)-N-metilcarbgnilaminojmetil}fenil)-N-metil-N-[(1-me-
tilindol-2-i)metiljcarboxamida;

N-[(2-amino-5-{N-metil-N-[(1-metilindo}-2-il)metiljcarbamoil}feni)metil]-N-metil-
3-(fenilsulfonil)propanamida; y

N-{(2-amino-5-{N-metil-N-{(1-metilindol-2-if)metiljcarbamoilifenilimetif}-2-ciclo-
pentil-N-metilacetamida;

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Las abreviaturas y simbolos cominmente usados en la técnica de los péptidas
y en |a técnica quimica se usan aqui para describir los compuestos de asta invencion.
En general, las abreviaturas de los aminodcidos siguen las normas de la IUPAC-UB
Joint Commission on Biochemical Nomenciature como astd descrito en Eur. J. Bio-
chem., 158, 8 (1964). _

Alquilo C,,, como se aplica aquli, significa un grupo alquilo de 1 a 4 &lomos de
carbono opcionaiments sustitukio, e incluye metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo,
isobutilo y t-butilo. Alqullo Ci4 incluye adicionaiments pentilo, n-pentilo, isopentilo,
neopentilo y hexilo y sus isdmeros aliféticos sencillos. Akjuilo Co ¥y alquilo Cos indican
adicionaiments que no es nacasario que ningun grupo alquilo astd presente (por ejem-
plo, que un enlace covalente asté presente).

Cualquier alquilo Cy, 0 alquilo C1.¢, puede estar opcionaiments sustituido con el
grupo R”, que pusde estar sobre cuaiquier 4tomo de carbono que da como resultado
una estructura estable y se obtiene por técnicas convencionales de sinesis. Grupos
adecuados para R* son alquilo C,, OR', SR, CN, N(R')2, CH;N(R")s, -NO,, -CF,,
CO;R' -CON(R")z, -COR", -NR'C(O)R’, F, Cl, Br, |, 0 -S(O)CF,, donde R y r son como
se han definido para los compuestos de ia formula ().

Halégeno o halo significa F, Cl, Br, y |

Ar, o arito, como se aplica aqul, significa fenilo o natftilo, o fenilo o naftilo susti-
tuido con uno a tres sustituyentas, tales como los definidos antas para el alquilo, o
sustituido con metilendioxi.

Het, o heterociclo, indica un anilio monaciciico de ¢inco o seis miembros opcio-
naiments sustituido, o un anillo biciclico de nueve o diez rmiembros que contiene uno a
tres heteroétomos elegidos del grupc de nitrdgeno, oxigeno y azuire, que son estables
y 8e obtienen por sintesis quimica convencional. Heterociclos ilustrativos son benzofu-
rilo, bencimidazolilo, bernzopiranilo, benzotienilo, furilo, imidazolile, indolinilo, morfolini-
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lo, piperidinilo, piperazinilo, pirrolilo, pirrolidinilo, tetrahidropiridinilo, piridinilo, tiazolilo,
tienilo, quinoiinilo, isoquinolinilo, y tetra- y perhidro-quinolinilo e isoquinolinilo. Cuai-
quier combinacién accesible de hasta tres sustituyentes sobre et anillo Het, tales como
los definidos antes para el aiquilo, que se gbtienen por sintesis quimica convencional y
son estables, estén dentro del alcance de esta invencion .

Clertos grupos de radicales estén abreviados agul. #-Bu indica el mdical butilo
tarciario, Boc indica el radical £-butiloxicarbonilo, Fmoce indica el radical fluoreniimetoxi-
carbonilo, Ph indica el radical fenilo, Cbz indica el rdical benciloxicarbonilo, Bn indica
el radical bencilo, Me indica metilo, Et indica etilo, Ac indica acetilo, Alk indica aiquilo
C14. Nph indica 1- o 2-naftilo y cHex indica ciclohaxilo. Tet indica 5-tetrazolilo.

Ciertos reactivos estén abreviados aqui. DCC indica diciclohexilcarbodiimida,
DMAP indica dimetilaminopiridina, EDC indica hidrocloruro de 1-(3-dimetilaminopropil)-
3-etilcarbodiimida. HOBt indica 1-hidroxibenzotriazol, THF indica tetrahidrofurano,
DIEA indica diisopropiletiamina, DEAD indica azodicarboxilato de dietilo, PPh; indica
trifeniifosfina, DIAD indica azodicarboxilato de diisppropilo, DME indica dimetoxietano,
DMF indica dimetiformamida, NBS indica N-bromosuccinimida, Pd/C indica un catali-
zador de paladio sobre carbono, PPA indica dcido polifosférico, DPPA indica difenilfos-
foril-azida, BOP indica hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxi-tris{dimetilaminc)fosfo-
nio, HF indica écido fluorhidrico, TEA indica frietitamina, TFA indica dcido triflucroacéti-
co, PCC indica clorocromato de piridinio.

Generaiments, los compuestos de la férmula (I) se preparan haciendo reaccio-
nar un compueasto de la férmuia (II) con un compuesto de la férmula (III):

R
| "
| .
N—H HO N R
|
X R m

NH, (m

donde R', R?, R?, R y X son como se han definido en ia férmuia (T), con todos los gru-
pos funcionales reactivos protegidos, en presencia de EDC y HOBt;
y separando después todos s grupos protectores, y opcionaiments formando una sal
famacéuticaments aceptable.

En particular, los compuestos de la férmula (I) se preparan por los métodos ge-
nerales descritos en el Esquema I.
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. 7
fL )
9 a N7 CH,
e N

Reactivos y condiciones: (a) PhSO,Cl, piridina, 2-BuOH; (b} N-bromosuccinimida, perd-
xido de benzoilo, CH.Cl;; (c) CHgNHa al 40 % en H;O; (d) (CHsCO)0, (FPr):NEt,
CH;Ck: (8) Hz, Pd ai 10%/C, MeOH; (f) TFA, CH:Ck; (g) 1-metil-2-(metilaminometil)in-
dol, EDC, HOBLH20O, (HPr)2NEt, DMF.

El écido 3-metil-4-nitrobenzoico (I-1) disponible comerciaiments, se protage en
la funcién del écido carboxilico con un adecuado grupo protector, por ejempio un grupo
butilo terciario (-Bu), para dar el compuesto 1-2. El uso de grupos proteciores pars
enmaacarar el grupo funcional reactivo es blen conocido por los expertos en la téenica,
y otros grupos protectores estin listados en los volimenes estindar de referencia,
tales como Greene, "Protactive Groups in Organic Synthesis” (publicado por Wiey-
Interacience). La posicidn del bencilico se somete a bromacién en cohdiclones radica-
les usando N-bromosuccinimida (NBS) y el radical iniciador peréxido de benzoilo dan-
do el compuesto I-3. La halogenacién de las posicionas reactivas, tales como la posi-
clon del bencllico del compuesto 1-2 es blen conocida. La sustitucion nucledfila del
bromuro se consigue con un axceso de metilamina acuosa, por ejemplo metilamina al
40 % en agua, dando la bencilamina [-4. La acilacién del nitrégeno que pende se con-
sigue con un adecuado reactivo acilants tal como un haluro de acilo, o un anhidrido de
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écido para obtenet derivados sustituidos con N-acilo. Por ejempio, el nitrogeno del
bencilo se puade acilar con anhidrido acético, para dar el derivado de amida 1-5. E)
compuesto [-5 con nitro en arllo, se conviert® en condiciones de hidrogenacién, en
presencia de una cantidad catalitica de metal paladio sobre carbdn activado (Pd/C), en
la amina 1-8. Los grupos nitro arométicos se pueden reducir por una serie de métodos
que incluyen el uso de metales y se puaden encontrar ejemplos de los procedimientos
en los textos esténdar de quimica tales como "Reductions in Organic Chemistry™ publi-
cado por la American Chemical Society. El éster t-butilico se separa para revelar el
grupo funcional de écido carboxilico con un reactivo 4cido adecuado tal como écido
trifluoroacético (TFA) para dar el compuesto I-7. Otros métodos estandar pera la sepe-
racién de un grupo protector de {-butilo estdn descritos por Greene (véase antes). El
derivado de écido carboxilico se convierte entonces en la amida I-8 por reaccién con
un agente activante y un tipo adecuado de amina. Por ejemplo, el &cido 1-7 se con-
vierte en una forma activada por reaccion con EDC y HOBY, y subsiguientements se
hace reaccionar la forma activada con la amina [1-metil-2(metilaminometil)indol] an un
disolvents adecuado tal como DMF, CHxClz, © CH,CN. Dependiendo de si se requiera
o no |la neutralizacién del dcido, se pueda usar una base afiadida, tal como trietilamina
(EtaN), diisopropiletitamina ((-Pr)2NEt), o piridina.

Se conocen otros muchos métodos para convertir un écido carboxilico en una
amida, y se pueden encontrar en ios libros estander de referencia, tales como "Com-
pendium of Organic Synthetic Methods®, Vol. | - VI (publicado por Wiley-interscience) o
Bodansky, "The Practice of Peptide Synthesis" (publicado por Springer-Veriag) que se
incorporan aqui como referencia.

Los reactivos de acoplamiento de amida como se usan aqul, indican reactivos
que se puaden usar para formar eniaces peptidicos. Los métodos tipicos de acopla-
miento emplean carbodilmidas, anhidridos y ésteres y haluros de acilo, activados. Son
tipicos, reactivos tales como EDC, DCC, DPPA, PPA, reactivo BOP, HOBt, N-hidroxi-
succinimida y cloruro de oxalilo.

" Tipicaments, la amina se acopla por medio de su grupo amino libre a un apro-
piado sustrato de &cido carboxilico usando un adecuado agente de acoplamiento de
carbodiimida, tal como N,N'-diciciohexii-carbodiimida (DCC), opcionaimente en pre-
sencia de catslizadores tales como 1-hidroxibenzotriazol (HOBY) y dimetilamino-
piridina (DMAP). Otros métodos, tales como la formacion de ésteres, anhidridos o ha-
luros de écido activados, de! carboxilo libre de un sustrato écido adecuadaments pro-
tegido, y Ia subsiguiente reaccién con la amina libre, opcionalmente en presencia de
una base, son también adecuados. Por sjemplo, un écido benzoico se frata en un di-
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solvente anhidro, tal como cloruro de metileno o tetrahidrofurano (THF), en presencia
de una base, tal como N-metilmorfolina, DMAP ¢ una ftrialquilamina, con cloroformiato
de isobutilo para formar el "anhidrido activado®, que subsiguientements se hace reac-
cionar con la amina libre. .

Las sales de adicién de acido de los compuestos sa preparan de forma estén-
dar en un disolvents adecuado a partir del compuesto principal y un exceso de un éci-
do, tal come clorhidrico, bromhidrico, fluorhidrico, sulfrico, fosférico, acético, trifluoro-
acético, malsico, succinico 0 metanosulfénico. Ciertos compuestos forman saies intar-
nas o zwitteriones que puedsn ser aceptabies. Las salea catibnicas se preparan tratan-
do el compuasto principal con un axceso de un reactivo alcalino, tal como un hidnréxido,
carbonato o alcdxikio, que contiene el apropiado catién; 0 con una amina orgdnica
apropiada. Los cationes tales como Li*, Nat*, K*, Ca**, Mgt y NH* son ejemplos
espacificos de los cationas presentes en las sales farmacéuticamente aceptables.

Esta invencién proporciona también una composicion farmacéutica que com-
prende un compuesto de acuerdo con la férmula ¢I) y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Por consiguiente, los compuestos de la férmula (I) se pueden usar en la
fabricaciéon de un medicamento. Las composiciones farmacéuticas de los compuestos
de la férmula (1) preparados como se ha descrito antes, se pueden formular como so-
luciones o poivos liofilizados para administracidn parenteral. Los polvos se puedsn
reconstituir por adicién de un diluyente adecuado u otrc vehiculo farmacéuticamants
aceptable antes de su uso. La formulacién liquida puede ser una solucion acuosa tam-
ponada, isctdnica. Ejempios de diluyentes adecuados son la solucion salina fisiologica
isoténica, dexirosa esténdar al 5 % en agua o solucién tampén de acetato de sodio o
de amonio. Tal formulacién es especiaiments adecuada para administracién parents-
ral, pero se puede usar también para administracion oral o puede estar contanida en
un inhalador o nebulizador de doslficacion para insuflacidn. Puede ser deseable afadir
excipientes tales como polivinilpirrolidona, geiatina, hidroxicelulosa, goma arébiga,
polietilenglicol, manitol, cloruro de sodio o citrato de sodio.

Altlemativamente, estos compuestos pueden ser encapsulados, comprimidos o
preparados en emulisién o jarabe para administracion oral. Se pueden afadir axcipien-
tes sdlidos o liquidos farmacéuticaments aceptables para mejorar o estabilizar la com-
posicién, o para facilitar la preparacion de la composicién. Excipientes ablidos incluyen
almidén, lactosa, sulfato de caicio dihidratado, ferra efba, esiearato de magnesio o &c-
do estedrico, talco, pectina, goma ardbiga, agar o gelatina. Excipientes liquidos inclu-
yen jarabe, acelte de cacahuete, aceite de oliva, solucidn salina y agua. Los axcipien-
tes pueden incluir también un material de liberacidn sostenkia tal como monoestearato
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de giicerilo o diestearato de glicerilo, 36lo 0 con una cera. La cantidad de excipientss
sélidos varia pero, preferiblements, estard entre aproximadamente 20 mg hasta apro-
ximadamenta 1 gramo por unidad de dosis. Las preparaciones farmacéuticas se elabo-
ran siguiendo las tcnicas convencionales de farmacia que incluyen molienda, mezcia,
granulacién, y compresién, cuando sea necesario, para las formas de comprimidos; o
molienda, mezcia, y llenado, para las formas de cdpsulas de gelatina dura. Cuando s8
usa un vehicuio liquido, la preparacion estera en forma de un jarabe, elidr, emulsién o
una suspension acuosa o no acuoea. Tal formulacién liquida se puede administrar di-
rectaments p.o. o incluida dentro de cépsulas de gelatina blanda.

Para administracién rectal, los compuestos de esta invencién pueden estar
combinados también con exciplentes, tales como manteca de cacao, glicerina, gelatina
o polietilenglicoles, y moldeados en supositorios.

Para administracién topica, los compuestos de esia invencion pueden estar
combinados con diluyentes para tomar la forma de pomadas, geles, pasias, cremas,
poivos o pulverizaciones. Las composiciones que, son pomadas, geles, pastas 0 cre-
mas contienen diluyentes, por sjemplo, grasas animales o vegetales, ceras, parafinas,
almidén, goma de tragacanto, derivados de celulosa, polietiienglicoles, siliconas, ben-
tonita, cido silicico, talco y éxido de cinc, 0 mezcias de estas sustancias. Las compo-
siciones que son polvos o pulverizaciones contienen difuyentes, por ejemplo, laciosa,
talco, acido sillcico, hidréxido de aluminio, silicato de calcio y polvo de polilamida, o
mezcias de estas sustancias. Adicionaimenta, para administracién topica oftalmoiégi-
ca, los excipientes tipicos son agua, mezcias de agua y disolventes miscibles con
agua, tales como aicanoles inferiores o aceites vegetalesa, y polimeros no téxicos solu-
bles en agua, por ejamplo, derivados da celulosa, tal como metilcelulosa.

Los compuestos descritos aqui son inhibidores de Fab I, y son (tiles para tratar
las infecciones bacterlanas. Por ejemplo, esioe compuesios son (tiles para el trate-
miento de infecciones bacterianas, tales como, por ejempio, infecciones del tracto res-
piratorio superior (por ejemplo, otitia media, traqueitia bacteriana, epiglotitis aguda, t-
roiditis), del tracto respiratorio inferior (por ejemplo, empiema, absceso pulmonar), car-
diacas (por ejemplo, endocarditis infecciosa), gastrointestinales (por sjemplo, diarrea
secrefora, abacesc esplénico, abscaeso retroperitoneal), del sistema nervioso cantral
(por ejempio, absceso cerebral), de los ojos (por ejemplo, biefaritis, conjuntivitis, que-
ratitis, endoftalmitis, celulitis preseptal y orbital, dacriocistitis), de los riflones y tracto
urinario (por ejempio, epididimitis, abscesos intrarrenaies y perinéfricos, sindrome del
shock tihdco), de la piel (por sjempilo, Impétigo, folicuiitls, abscasos cutdneos, ceiulitis,
infeccién de heridas, miositis bacteriana), y de ios huesas y articulaciones (por ajem-
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plo, artritis séptica,.osteomielitis). También, los compuestos de asta invencion pueden
ser utiles como agentss antifingicos. Adicionalments, los compuestos pueden ser ut-
les en combinacion con antibidticos conocidos.

Los compuestos de esta invencién se agministran al paciente, de tal forma que
la concentracién de férmaco sea suficiente para tratar las infecciones bacterianas. La
composicion farmacéutica que contiene el compuesto se administra en una dosis oral
de entre aproximadamente 10 mg hasta aproximadaments 1000 mg, tomados de una
sola vez o en varias veces al dia, de forma consistents con la condicién del paciente.
Preferblements, la dosis oral debe ser de apraximadaments 50 mg a apraximadamen-
te 500 mg, aunque la dosis puede variar dependiendo de la edad, peso corporal y sin-
tomas del paciente. Para terapia aguda, se prefiere la administracién parenteral. Una
infusién intravenosa del compuesto de la formula (T) en dextrosa al 5 % en agua © en
solucién salina fisioldgica, o una formulacién similar con excipientas adecuados, es la
més aefectiva, aunque una inyeccién de bolus intframuscular es Gtil también. El nivel
preciso y el método por el que los compuestos se administran es ficll de determinar
por un experto en ia técnica.

Los compuestos se pueden ensayar con alguno enire varios ensayos bioldgi-
cos para determinar la concantracién de compuesto que @s necesaria para tener un
efacto farmacolégico dado.

Clonacién de Fab I de S. aureus;

El gen fab’ sa clond a partir del DNA cromosémico de S. aureus cepa WCUH29
usando ia resccién en cadena de la polimerasa. Se realizd la ampilificacidn usando
Tag-DNA-polimerasa (BRL) y los siguientes cebadores:
5-CGCCTCGAGATGTTAAATCTTGAAAACAAAACATATGTC-3'y
5'-CGCGGATCCAATCAAGTCAGGTTGAAATATCCA-3 (los sitios Xho! y BamH/ estén
subrayados). El fragmento resultants se digirié entonces con Xhol y BamH! y se ligb al
vecior de expresion pET-16b (Novagen) digerido con Xho! y Bam#l, produciendo pET-
His«-fabl La secuencia génica de fabs se confimé por la secuencliacion automdtica
del cicio usando un aparato de Applled Biosystems modelo 377. La versién sin marcar
de pET-fabl se construyé digiriendo pET-His«-fabs/ con Ncol y Ndel para separar un
fragmenio de 87 bp que codifica el marcador His 10, el sitio de escisién del factor Xa y
los primeros 8 aminodcidos de Fabl, y reemplazando el mismo con un conector que
codifica o primeros 8 aminodécidos de Fabl méds un resto de glicina entre el iniciador
metionina y la lisina de la posicién 2. Este piésmido se Hamé pET-fabl El conector se
hizo por hibridacién de los dos oligonuciedtidos. siguientes:
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§-CATGGGCTTAAATCTTGAAAACAAAACA-3' ¥
=TATGTIMTG1ITTCAAGATTTAAGCC-3'. La secuencia del conector en pET-fab/ se

confirmd por el método del didesoxdnuciedtido. Pam evaluacién del compuesto se usé

solamente Fab/ nativo. Para la superproduccin de Fab/ nativo, se transformé el pids-

mido pET-fab/en células BL21 (DE3) (Novagen), para formar la cepa BL21(DE3):pET-

fabl

Purificacién de Fabl de S. aumus

La Fabl de S. sureus se axpresé como una proteina soluble a una concentrs-
¢ién del 10% de las proteinas celulares iotales, siendo recuperados 400 g de céiulas
de 15 litros de fermentacién en un medic de triptona-fosfato. Se lisaron las células y se
centrifugd la muestra. E! sobrenadante resultante se filtrd y se purificd usando tres co-
lumnas consaculivas de cromatografia: columnas de cromatografia de cambio idnico
(Sourse 15Q), de afinidad de color (B/ue sepharose), y de exclusién por tamafio mole-
cular (Superose 12). Después de cada columna las fracciones que contienen Fabl se
reunieron, se concentraron, y se comprebaron en’‘cuanto a pureza y actividad biolégi-
ca.

Clonacidn de Fab I de £, coff.

Un fragmento de PCR de tamailo comecto para la Fabl de E. coli sa ampiificd
por PCR a partir del DNA cromosémico de E. coli, ae subclond en el vecior de clons-
cién TOPO TA, y se verificé por andlisis de las colonias por PCR + endonucieasa de
restriccidn. El presunto fragmento de Fabl de E. colf por PCR se subciond en el vector
de axprasién pBluePet El clon Fabl se transformé en la cepa BL21 (DE3J) de E. col.
Los astudios de expresion a pequefia escala mostraron una banda proteinica sobreax-
presads de peso molecular correcto (~28 Kda) para Fabl de E. coff claramenis visible
después de tincién con Coomassie de los geles de SDS-PAGE. La sacuenciacion de
DNA de las construccionas por expresién de Fabl de E. colf ilustré que no hubo erro-
res aparentes. La secuenciacidn de aminoécidos con N’ terminal ha confirnado que ia
banda proteinica sobreexpresada es de Fabl de E. cofi.

Buyificacion de Fabl de E. colf

La Fabl de E. coli se expresdé como una proteina soluble a una concentracion
del 15% de las proteinas celilares totaies, siendo recuperados 120 g de ceélulas en
frascos de fermentacion de 3 litros con agitacién con caldo terific modificado. Se lise-
ron ias céluias y se centrifugd la muestra. E! sobrenadante resultante se filtrd y se pu-
rificd usando tres columnas consecutivas de cromatografia; columnas de cromatogra-
fia de cambio iGnico (Sourse 15Q), de afinidad de color (Biue sepharose), y de exclu-



10

156

20

25

-13-

sién por tamafio molecular (Superose 12). Después de cada columna las fraccionss
que contienen Fabl se reunleron, se concentraron, y s& comprobaron en cuanto a pu-
reza y activided bioldgica.

Ensayo de inhibicién de la enzima Fabl de S. aureys (NADHY.

Los ensayos sa llevaron a cabo en la mitad de la superficie de placas de micro-
titulacidn de 98 pocillos. Los compuestos se evaluaron en mezcias de ensayo de 50 pl
conteniendo NaADA 100 mM, pH 6,5 (ADA = écido N-[2-acetamido}-2-iminodiacético),
glicerol al 4 %, crotonoil-CoA 0,25 mM, NADH 1 mM, y una dilucién apropiada de Fabl
de S. aumus. Los inhibidores fueron variados tipicaments en el intervalo de 0,01-10
pM. Se hizo seguimiento del consumo de NADH durante 20 minutos a 30 °C siguiendo
el cambio de la absorbancia a 340 nm. Las velocidades iniciales se estimaron por un
ajuste exponencial de las curvas de progreso no lineales representadas por la pen-
dients de |a tangents a t = 0 min. Las ICgp 38 estimaron por un ajuste de las velocida-
des iniciales a un modeio esténdar de 4 parimetros y se registraron tipicamente como
la media + S.D. de determinaciones duplicadas. Actualments se incluye en todos los
ensayos, triclosan, un agents comercial antibacteriano @ inhidor de Fabl, como test-
go positivo. Los compuastos de esta invencién tienen ICs desde aproximadamenta
2,0 micromolar hasta aproximadamente 0,15 micromoler.

Ensayo de inhibicién de ia enzima Fabl de S. sureys (NADPH):

Los ensayos se llevaron a cabo én la mitad de la superficie de placas de micro-
titulacién de 88 pocilios. Los compuestos se evaluaron en mezcias de ensayo de 150
yl conteniendo NaADA 100 mM, pH 8,5 (ADA = écido N-{2-acetamido]-2-iminodiacéti-
co), glicerol al 4 %, crotonoll-CoA 0,25 mM, NADPH 50 uM, y una dilucién apropiada
de Fabl de S. aureus. Los inhibidores fueron variados tipicaments en el intervalo de
0,01-10 uM. Se hizo seguimiento del consumo de NADPH durante 20 minutos a 30 °C
siguiendo el cambio de ia absorbancia a 340 nm. Las velocidades iniciales se estima-
ron por un ajusts exponencial de ias curvas de progreso no lineales representadas por
la pendiente de la tangente a t = 0 min. Las ICs se estimaron por un ajuste de las ve-
locidades iniciales a un modeio esténdar de 4 pardmetros y se registraron tipicamente
como la media + S.D. de determinaciones duplicadas. Actuaiments se incluye en todos
los ensayos, friclosan, un agents comercial antibacteriano e inhibidor de Fabl, como
testigo positivo.

jma Fabl de E co#i:

Los ensayos se llevaron a cabo en la mitad de la superficle, de placas de mi-

crotitulecién de 88 pocilios. Los compuasios se evaluaron en mezclas de ensayo de
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150 ui conteniende NaADA 100 mM, pH 8,5 (ADA = acido N-{2-acetamida}-2-iminodi-
acético), glicerol al 4 %, crotonoil-CoA 0,25 mM, NADH 50 uM, y una dilucién apropia-

" da de Fabl de E. cofi. Los inhibidores fueron variados tipicaments en el intervalo de

0,01-10 uM. Se hizo seguimiento del consumo de NADH durante 20 minutos a 30 °C
siguiendo el cambio de la absorbancia a 340 nm. Las velocidades iniclales se estima-
ron por un ajuste exponencial de las curvas de progreso no lineales repressntadas por
la pendiente de la tangente a t = 0 min. Las ICsx se estimaron por un ajuste de las velo-
cidades iniciales a un modelo estédndar de 4 pardmetros y se registraron tipicamente
como la media + S.D. de determinacionas duplicadas. Actuaimente se inciuye en todos
los ensayos, friciosan, un agente comercial antibacteriano e inhibidor de Fabl, como
testigo positivo. Los compuestos de esta invencitn tienen ICy, desde aproximedamen-
te 4,0 micromolar hasta aproximadamente 0,15 micromolar.
Preparacidn v purificacién de crotonil-ACP:

Las reacciones contenian 5 mg/mi de apo-ACP de E. cofi, crotonoil-CoA (Fluka)
0.8 mM, MgCL, 10 mM, y ACP-sintetasa de S. pneumoniae 30 uM en NaHEPES 50
mM, pH 7.5. La mezcia se agitd cuidadosaments en un agitador magnético a 23 °C du-
rante 2 horas, y la reaccidn se termind por la adicion de EDTA 15 mM. Ls mezcia de
reaccién se filird a través de un fiitro de 0,2 micras (Millipore) y se aplicd a una colum-
na MonoQ (Pharmacia) equilibrada con Tris-Cl 20 mM, pH 7,5. La columna se lavd con
solucién tampén hasta que se separd todo el material no adheranta (como se cbserva
por deteccién en UV) y |la crotonil-ACP se sluyd con un gradients lineal de 0 a2 400 mM
de NaCl.

Ensavo de jnhibicion de |a enzima Fabl de $. aureus usando crotoni-ACP:

Los ensayos se llevaron a cabo en ia mitad de la superficie de placas de micro-
titulacidn de 88 pocillos. Los compuasins se evaluaron en mazcias de ensayo de 150
ul conteniendo NaADA 100 mM, pH 6,5 (ADA = écido N-{2-acetamido}-2-iminodiacét-
co), glicerol al 4 %, crotonoil ACP 25 uM, NADPH 50 uM, y una dilucién apropiada de
Fabl de S. Aureus (aproximadaments 20 nM). Los inhibidores fueron variados tipica-
ments en el intervalo de 0,01-10 uM. Se hizo seguimiento del consumo de NADPH du-
rante 20 minutos & 30 °C siguiendo el cambio de la absorbancia a 340 nm. Las veloci-
dades iniciales se estimaron por un ajuste lineal de las curvas de progreso. Las ICy se
estimaron por un ajuste de las velockiades iniciales a un modelo estindar de 4 paré-
metros (Ecuacién 1) y se registraron tipicaments como la media + S.D. de determina-
clones duplicadas. La Ki aparente se calcula a partir de la Ecuacién 2 asumiendo que
la inhibicion es competitiva con la crotonoil-ACP.
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Ecuacién 1: v = intervalo/(1+[I}/1Cs)s + linea base
Ecuacion 22 Ki (aparents) = [Cey/(1+{S)Ks)
E antimicrobiana:

La actividad entimicrobiana en células enteras se determind por microdilucién
en caldo de cultivo usando el procedimiento recomendado por el National Commitiee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), Documento M7-A4, "Mathods for Dilution
Susceptibility Tests for Bacteria that Grow Aerobically”. £l compuesto se ensayd en
una serig de diluciones al doble en el intervalo de 0,08 a 84 meg/ml. Los organismos
de ensayo se selaccionaron sntre las siguientes cepas de laboralorio: Staphylococous
aureus Oxford, Staphylococcus aureus WCUH29, Strepiococcus pneumoniae ERY2,
Streptococcus pneumoniee 1629, Streptococcus pneumoniae N 1387, Emerococcus
faecalis |, Enterococcus faecalis 7, Heemophilus influenzae Q1, Haemophius influen-
zae NEMC1, Moraxefla Catarrialis 1502, Escherichia coli 7623 AcrABEFD+, Escheri-
chia coli 120 AcrAB-, Escherichia coli MG 1655, Escherichia coli MG 1658. La concen-
tracién minima inhibitoria (MIC) se detennind como la més baja concentracion de com-
puesto que inhibe un crecimiento visible. Se usé un lector de espejo para ayudar en la
determinacién del punto finat de MIC.

Un experto en la técnica debe considerar que cualquier compuesto con una
MIC inferior a 258 pg/ml as un potencial compuesto protagonista. Preferiblemente, ios
compuestos usados en ios ensayos antimicrobianos de la pressnte invencién tienen un
valor de MIC inferior a 128 pg/ml. Mas preferiblements, dichos compuestos tienen un
valor de MIC inferior a 84 pg/mi.

Los ejemplos qus siguen no se pretende de ninglin modo que limiten el alcance
de esta invencién, pero se proporcionan para ilustrar cdmo preparar y usar los com-
puestcs de esta invencidn. Muchas otmas realizaciones sarén evidentss pam 08 ex-
pertos en la tcnica.

EJEMPLOS
Generatidades

Los espectios de resonancia magnética nuciear protonica (‘*H NMR) se regis-
traron a 300 MHz, y los desplazamientos quimicos se axprasan en partes por milién (8)
en relacion a tetrametilsilano (TMS) como estandar interno. Las abreviaturas para los
datos de la NMR son como sigue: 8 = singlete, d = doblets, t = fripiete, q = cuartete, m
= multipiete, dd = doblete de dobletes, dt = doblete de tripietes, app = aparents, br =
ancho. J indica ia constante de acoplamiento de NMR medida en Hertz. CDCly es deu-
teriocloroformo; DMSO-ds s hexadeuteriodimetilsulféxido, y CD;OD es tetradeutsrio-
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metanol. Los espectros de masas se obtuvieron usando técnicas de ionizacién por
electronebulzacion (ES). Los andlisis elementales fueron realizados por Quantitative
Technologies inc., Whitehouse, NJ. Los puntos de fusién se obtuvieron con un aparato
de puntos de fusion de Thomas-Hoover y no estén comegidos. Todas las temperaturas
se registran en grados Celsius. Para la cromatografia en capa fina se usaron placas de
cromatografia en capa fina Analtech Silica Gel GF y E. Merck Silica Gel 80 F-254. La
cromatografia ripiia se realizd sobre gel de silice Kieseigel 60 (230-400 mallas) de E.
Merck. La HPLC analitica se realizb en sistemas de cromatografia de Beckman. La
HPLC preparativa sa realixd usando sistamas de cromatografia de Gilson. ODS se re-
fiere a un soporte cromsatogréfico de gel de sllice derivatizado con octadecilsililc. YMC
ODS-AQ® es un soporte cromatogrifico de ODS y es una marca registrada de YMC
Co. Lid., Kyoto, Japon. PRP-1® ea un soporte cromatogréfico polimérico (estireno-divi-
nilbencenc), y es una marca registrada de Hamiiton Co., Reno, Nevada. Celite® es un
adyuvante de filtracién compuesto de tierra de diatomeas lavada con écido, y es una
marca registrada de Manville Corp., Denver, Colorado.
Preparacion 1

P j -metit-2 jlamin ihindoi
a) 1-Metilindol-2-carboxilato de etilo

Se lavé NaH (dispersion al 60 % en aceite mineral, 8,0 g, 200,5 mmoal) con he-
xano y después se suspendié en DMF seca (350 mli). Se afiadié en porcionas indol-2-
carboxilato de etilo (25,3 g, 133,7 mmol) sdlido durante 5-10 min, dejando que la evo-
lucién del gas cese entre adiclones. Cuando la adicién fue completa, se agitd la mez-
cla amarilla durante 15 min, y despusds se afiadié yoduro de metilo (42 mi, 688,3 mmol)
de una sola vez. La reaccién es exotérmica, y la temperaiura intema legd hasta 40-45
°C. Después de 1 h, se sofoct la reacciéon con NH,Cl al 10 % (100 mi) y se concantrd
en un rotavapor (alto vacio). El residuo se sometié a repario entre ELO (500 ml) y H;O
(100 mi) y se separaron las capas. La capa de Et,0 se lavé con H;O (100 ml), se sacd
(MgSQ,), y se concentrd para dar el compuesto del epigrafe (27,1 g, cuantitativo) co-
mo un sélido amarilio ciaro. Dicho sélido se usé sin purificacion adicional: TLC (EtOAc
al 109%/hexanc) Rf = 0,39.
b) N,1-Dimetilindol-2-carbmamida

Una suspensién de 1-metilindol-2-carboxilato de etilo (27,1 g, 133,3 mmol) en
CHsyNH; acuosa al 40 % (300 mi) y MeOH (30 mi) se agitd a temperatura ambients. Un
solido tendia a subir graduaimente por las paredes del matraz, y peridédicamente se
arrasird hacia abajo con MeOH. El matraz se cermd fuertements para mantener el ma-
terial en su interior. Cuando se reaiizd la reaccién, se disolvié el sélido, pero eventual-
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mente el producto-empezé a precipitar. La reaccién se agitd a temperatura ambiente
durante 3 dias, y después se concentrd para seperar aproximadamente 200 mi del
disolvents. El residuo restante se diluy6é con HxO (300 mi), y ef sdiido se recogié por
filtracién con succin y se lavé con H/O. Secando a 50-80 °C en alto vacio se obtuvo
el compuesto del epigrafe (23,4 g, 83 %) como un sdlido débilmente amariliento: MS
(ES) mée 189 (M + H)*.
) 1-Metll-2-{metilaminometil}indol

Un matraz de tres bocas de 3 litros de fondo redondo equipado con un agitador
vertical se cargd con N, 1-dimetilindol-2-carboxamida (23,4 g, 124,86 mmol) y THF anhl-
dro (170 mi). La solucién se agitd a la vez que se afladia con una jeringa una solucién
de LiAlH, en THF (1,0 M, 250 mi, 250 mmol). Se desprendid gas durants la adicién de
los primeros 50 ml de solucién de LiAlH, Cuando se completd la adicién, la solucién
resultante de color amarilio claro se calentd a reflujo suave. Después de 24 h, se enfrid
la reaccién en hielo y se sofocd por la adicién secuencial gota a gota de HzO (8,5 mi),
NaOH al 15 % (8,5 ml), y H;O (28,5 mi). Se agitd la mezcia durante 15 min, se fittrd
después a través de celite®, y la aimohadiila filtrante se lavd cuidadosaments con
THF. Se concentrd el filirado y el residuo se sometié a cromatografia répida sobre gel
de silice (MeOH al 10%/CHC}, conteniendo 5 % de NH,OH concentrado). Se obtuvo el
compuasio del epigrafe (20,2 g, 83 %) como un aceite amarillo claro: MS (Ef) me 175
(M + H)*.

Preparacion 2

Pre 1-metil-34{m in )indol
a) 1-Metilindol-3-carboxitato de etilo

De acuardo con el procedimiento de ia Preparacién 1a, excepto que el 3-indol-
acetato de etlio (25,3 g, 133,7 mmol) reempilaza al indol-2-carboxiiato de etilo, se pre-
pard sl compuesto del apigrafe como un sdlido amarilio claro y se usé sin purificacién
adicional.
b) N, 1-Dimetilindol-3-carboxamida

De acuerdo con el procedimiento de la Preparacion 1b, excepto que el 1-metil-
indol-3-carboxiiato de etiio (27,1 g, 133,3 mmol) reempiaza al 1-metilindol-2-carboxilato
de etilo, se prepard el compuesto del epigrafe (23,4 g, 83 %) como un sdlido amarillo
claro y se usb sin purificacién adicional: MS (ES) mb 188 (M + H)*.
c) 1-Metil-3-(metilaminometil)indol

De acuerdo con el procedimiento de la Preparacién 1¢, excepto que la N,1-di-
metilindol-3-carboxamida (23,4 g, 124,6 mmol) reemplaza a la.N,1-dimetiiindol-2-car-
baxamida, se prepand el compuasto del epigrafe (20,2 g, 93 %) como un aceite amari-
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lio claro: MS (ES) m#e 175 (M + H)*.

A una solucién en piridina de écido 3-metil-4-nitrobenzoico (18,1 g, 100,0
mmol) a temperatura ambiente se afiadié cloruro de bencenosulfonilo en una porcién.
Después de 10 min, se affadié -butanol anhidro (9,4 mi, 1060,0 mmol) y la solucién de
reaccién se dejoé en agitacién durante 1 h. La suspensién resultante se vertid scbre
hielo-agua (400 mi) y se agité vigorosaments durante 1 h. La suspensién de color
amarilio claro se filrd por un embudo de vidrio fritado lavando con H;O. Los sdlidos
amarilios rastantes se disolvieran en toluenc (400 mi), se secaron sobre MgSO, y des-
pués se fillraron por una columna corta de gel de sflice lavando con tolusno. Por con-
centracién de la solucidn en vacio (15 mm de Hg) y secado en alto vacio se obtuvo el
compueasio del epigrafe (22,5 g, 95 %) como un sdlido de color amarillo claro: MS (ES)
m/e 238 (M+H)*.

b) 3-Metilaminometil-4-nitrobenzoato de ferc-butilo

A una solucién en agitacion de 3-metil-4-nitrobenzoato de ferc-butilo (22,5 g,
94,8 mmol) en CH,Cl; (450 ml) a temperatura ambiente contenida en un matraz de
fondo redondo de una boca de 1 liro, se afiadieron NBS (18,8 g, 104,4 mmol) y pen&uxi-
do de benzoilo (2,3 g, 8,5 mmol). El matraz se equipd con un condensador a reflujo y
ge lluming la reaccién con une ldmpara de iuz de tungsteno de 150 W durante 36 h. Se
lavé la solucién de reaccidn con H;O, se sach sobre NaxSO, y se concentrd en vacia.
El residuo resuiiante de color naranja se disolvid en acetato de etilo y se flird a través
de gel de sfiice (EtOAc/hexano, 1:4). Por conceniracién en un rotavapor se obtuvo un
aceite de color naranja que se usd directaments en la siguiente etapa sin purificacion
adicional.

Al bromuro crudo en THF (150 mi) se afladié CH,NH; acuosa al 40 % (50 mi)
en una porcién a temperatura ambients. Después de 18 h, la solucién de reaccién se
concentré para separar el THF. La solucién acuosa resultante se extrajo con EtOAc (2
x 200 ml) y las fases orgénicas reunidas se lavaron secuenciaiments con H.O y sal-
muera. Por secado sobre K;CO; y concentracién se obtuvo un aceite amarillo que se
purificd sobre gel de silice (hexano/EtOAc, 1:1) para dar el compuesto del epigrefe
(19,2 g, 78 %) como un sdlido de color amarilio claro: MS (ES) m/e 267 (M+H)*.

c) 4-Amino-3-{(N-metilacetilamino)metilbenzoato de ferc-butilo

A una solucién en agitacién de 3{metilaminometif}-4-nitrobenzoato de ferc-buti-

o (2.4 g, 8,0 mmol) en CH;Ck. a temperatura ambients, se afiadieron Et;N (2,52 mi,
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18,0 mmol) y anhidrido acético (1,8 g, 18,0 mmol). Después de 12 h, la soluciéon de
reaccion se concentrd en vacio, se disolvié en EXOAc (150 ml) y se lavd con H;O. La
solucién en EtOAc se secd sobre Na;SQ, y se concentrd en vacio para dar un aceite
amarillo. El acaite se secd adicionalments en aito vacio y se usé directaments en el si-
guients procedimiento.

El producto crudo se disolvié en EtOAc (50 ml) y CHyOH (50 mi) y se puso en
un matraz de hidrogenacién de Parmr. Se afiadié una cantidad catalitica de Pd al 10
%/C a la s0lucién de reaccion y los contanidos sa pusieron en un agitador de Parr bajo
Ha (344,8 KPa) y se agitaron durante 4 horas. Se filtrd la solucién a través de celita®, y
se concentr en vacio. Por purificacién scbre silice (hexano/EtOAc, 1:1) se obhuvo el
compussto del epigrafe (2,13 g, 85 % en dos etapas) como un sélido de color blanco
sucio: MS (ES) m#e 279 (M+H)*.
d) Sal triffuoroacetato de acido 4-amino-3-{{N-metilacetilamino)metiljbenzoico

A una solucion de 4-amino-3-{(N-metilacetilamino)metillbenzcato de f-butilo
(2,13 g, 7,65 mmol) en CH,Ch (150 ml) a temperatura ambients, se afiadié TFA (30
mi). Después de 12 h, la solucién de reaccién se concenird hasta un aceite y se secd
con alto vacio durante toda la noche. El residuo resultants se lavd con haxano y ELO
para obtener el compuesto dal epigrafe (2,58 g, 7,60 mmol) como un sbikio de color
bianco sucio. Este compuesio se uséd sin purificacidn adicicnal: MS (ES) mé 223
(M+H-TFA)*.

Preparacién de acido 4-amino-3-[(N-fenetilacetils
a) 4-Nitro-3-(Tenstilamino)metilbenzoato de ferc-buti

El 3-bromometil-4-nitrobenzoato de ferc-butilo (de ta Preparacién 3b) se disol-
vié en THF seco (50 mi), y se afladi6 NaHCO, sdlido (2,52 g, 30 mmoal). La mezcia se
agitd vivaments y se afladid fenetilamina (2,8 mi, 30 mmal). El color de ia solucitn se
oscurecis ligeraments hasta un amarilio més fuerte. Después de unos minutos, la mez-
cla se volvid muy turbia. Despuds de 4 h, la reaccién se concentrd y el residuo se so-
metié a reparto entre H;O (50 mi) y Et;O (100 ml). Se separaron las capas, y la capa
acuosa sa extrajo con Et;O (2 x 100 mi). Se reunieron las capas orgénicas, se sscaron
(MgSOQ,), y se concentraron hasta un aceite amarillo. Por cromatografia rapida sobre
gel de silice (EtOAc al 20 %/hexano) se obtuvo el compuesto del epigrafe (2,68 g, 40
% en dos etapas) como un aceite amarilio: 'H NMR (250 MHz, CDCly) § 8,18 (d, J =
1,7 Hz, 1H), 7,98 (dd, J = 8,4, 1,7 Hz, 1H), 7,90 (d, J=8,4 Hz, 1H), 7,10-7,40 (m, 5H),
4,08 (s, 2H), 2,75-3,00.(m, 4H),.1,81 (8,-9H); MS (ES) m# 357 M + H)*.
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b) 3{N-{terc-Butmicarbonil)-N-fenetilamino]metil-4-nitrobenzoatn de em-butilo

Se aladit dicarbonato de di-ferc-butilo (2,10 g, 9,62 mmol) todo de una vez a
una solucion de 3-(fenetilamino)metil-4-nitrobenzoato de ferc-butilo (2,88 g, 8,02 mmol)
en CHCh (30 mi) a temperatura ambiente. La reaccién se agitd a temperatura am-
biente durants 2,5 h y después a reflujo durante 0,5 h. Por concentraciéon y cromato-
grafia répida sobre gel de sflice (EtOAc al 15 %/hexano) se obtuvo el compuesto del
epigrafe (3,70 g, cuantitativo) como un aceite amarillo: 'H NMR (250 MHz, CDCY) 8
7.85-8,10 (m, 3H), 7,05-7,40 (m, 5H), 4,554,85 (m, 2H), 3,35-3,60 {m, 2H), 2,75-3,00
(m, 2H), 1,20 - 1,80 (m, 18H); MS (ES) m# 479 (M + Na)*, 457 (M + H)*.
c) 4-Amino-3-[[N-{ferc-butoxicarbonil)-N-fenstilamino]metifibenzoato de ferc-butilo

Una mezcla de 3-H{IN-(ferc-butoxicarbonil)-N-fanetilaminojmetil}-4-nitrobenzoato
de ferc-butilo (2,7 g, 5,8 mmol), Pd al 10 %/C (0,6 g, 0,6 mmol de Pd), y EtOAc (60 ml),
se agitd bajo atméefera de H; (344,8 KPa). Después de 3 h, se filr6 la mezcia para se-
parar el catalizador, y se concentr el filtrado hasta sequedad. Por cromatografia népi-
da sobre gel de slice (EtOAc al 20 %/hexano) se obtuvo el compuesto del epigrafe
(2,3 g. 91 %) como un aceite espumoso amarillo que lentamentes se solidificd parcial-
mente: 'H NMR (250 MHz, CDCh) 5 7,74 (dd, J = 8,4, 2,0 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 2,0 Hz,
1H), 7,05 - 7,40 (m, 5H), 6,57 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 5,00 (br s, 2H), 4,30 (s, 2H), 3,32
(app, t, 2H), 2,89 (app, t, 2H), 1,59 (1, 9H), 1,46 (s, 9H); MS (ES) mAs 449,2 (M + Na)*,
4272 (M + Hy*.
d) Sal friflucroacetato de 4-amino-3-[N-fenetilaminometiljbenzoato

A una solucion de 4-amino-3-[[N-{terc-butaxicarbonil)-N-fenetilaminolmetiliben-
2o0&io de ferc-butilo (2,3 g, 5,4 mmol) en CH.Cl; (100 ml) a temperatura ambients, se
aftadid TFA (25 mi). Después de 12 h, Ia solucién de reaccidén se concenird hasta un
aceite y el residuo se secd en alto vacio durante la noche. El residuo resultante se lavé
con hexano y éter dietflico para dar el compuesto del epigrafe (2,7 g, 5,4 mmol) como
un sélido blanco sucio: MS (ES) mse 271 (M+H-2TFA)*.
) Acido 4-amino-3-{(N-fenetilacetilamino)metifjbenzoico

A una solucion en agitacién de sal bistriflucroacetato de 4-amino-3-[N-fenetil-
aminometiljbenzoato (1,0 g, 2,0 mmol) en CHCl, a temperatura ambiente, se afladie-
ron Et;N (1,1 mi, 7,9 mmoi) y anhidrido acético (0,26 g, 2,6 mmol). Después de 12 h, la
solucién de reaccién se concentrd en vacio, se disolvié en NaOH 1 M (15 ml), y se ia-
vé con hexano. La solucién acuosa se neutralizd con HCl 1 M y se exirajo con E{OAc
(2 x 50 mi). La solucién en EtOAC se secd sobre Na,SO, y se concentrd hasta un séil-

do blanco sucio que se usd sin purificacién adicional : MS (ES) m# 313 (M+H)*.
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Una solucién de 3-[N-(metil)aminometill-4-nitrcbenzoato de t-butilo (12,0 g, 45,1
mmol), procedents del procedimiento 3a, en CHOH (50 mi) se introdujo en un matraz
de hidrogenacitn de Parr. Se afadieron aproximadaments 0,50 g de Pdal 10 %/C ala
solucién de reaccidn y los contenidos se agitaron en un agitador de Pamr bajo Ha
(344,8 KPa) durante 4 horas. L.a suspensién se filtrd a través de celite® y se concentrd
en vacio. Por lavado del residuc resultante con Et,O se obtuvo un aceite amarillo claro

viscoso que se usd sin purificacin adicional: MS (ES) m# 237 (M+H)*,

a) Acido ferc-butil-4-amino-3-[(2-hidraxi-4, N-dimetiipentancilamino)metifjbenzoico

A una solucidn en agitacién de 3-[N-(metilaminometill-4-aminobenzoato de ¢-
butilo (268 g 11,0 mmol) in DMF (20 ml) a temperatura ambiente, se afadieron diiso-
propiletilamina (2,9 mi, 16,9 mmol), HOBt (2,3 g, 16,9 mmol) 4cido 2-hidroxi-4-metil-
pentanocico (2,04 g, 15,15 mmol) y finaimente EDC (3,24 g, 16,9 mmol). Después de
12 h, los contenidos de la reaccién se vertieron sobra H,O (200 ml) y se extrajeron con
EtOAc (2 x 150 ml). Las fases orgénicas se reunieron y se lavaron secuenciaiments
con H,O (100 mi) y saimuera. Por secado sobre Na,SO, y purificacién sobre silice
(CHCL/CH;OH, 85:5) se obtuvo ol compuesto del epigrafe (3,50 g, 91 %) como un
aceits de color amarillo ciaro: MS (ES) me 351 (M+H)*
b) Trifluorcacetato de &cido 4-amino-3-{(2-hidroxi-4, N-dimetilpentanoiamino)metillben-
zoico

A una solucién en agitacion de écido #-butil-4-amino-3-{(2-hidroxi-4, N-dimetil-
pentanoiiamino)metifjbenzoico (3,50 g, 10,0 mmol) en CH.Cl; (20 mi) a temperatura
amblente, se afladié TFA (20 ml). Después de 12 h, los contenidos de la reaccidn se
evaporaron, se lavaron con hexano y se secaron bajo aito vacio durante la noche dan-
do el compuesto del epigrafe como un aceite de color naranja (4,42 g, 10,8 mmoil).
Este producio se usé sin purificacién adicional : MS (ES) m# 295 (M+H-TFA)*.

a) 4-Amino-3-{(etoxd-N-metilcarbonilamino)metifjbenzoato de ferc-butiio
A una solucién en agitacién de 3-{N-(metilJaminometil}-4-aminobenzoato de #-
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butilo (2,51 g, 10,63 mmol) en CH:Cl: (20 mi) a 0 °C se afadieron trietilamina (1,63 mi,
11,7 mmol), y cloroformiato de etilo (1,15 g, 10,63 mmot). La solucién de reaccién se
dejé calentar a temperatura ambiente durante la noche. Los contenidos de la reaccion
se concentraron bajo vacio y se sometieron & reparto entre H>O (100 ml) y EtOAc (200
mi). Se reunieron las fases orgdnicas, y se lavaron secuenciaimentes con H;O (100 mi)
y saimuera. Por secado sobre Na;SO, y purificacién sobre silice (CHCly/CH;OH 95:5)
se obtuvo el compuesto del epigrafe (2,98 g, 81 %) como un aceite de color amarillo
claro: MS (ES) me 308 (M + H)*.
b} Trifluoroacetato de écido 4-amino-3-[(etoxi-N-metiicarbonilamino)metillbenzoico

A una solucién en agitacién de écido f-butil-4-amino-3-{(2-hidroxi-4,N-dimetii-
pentanoilamino)metillbenzoico (2,98 g, 9,67 mmol) an CH,Ch (20 mi) a temperatura
ambients se afladié TFA (20 mi). Después de 12 h, los contenidos de la reeccion se
concaniraron, sa lavaron con hexano y sé secaron bajo aito vacio durants toda ia no-
che dando el compuesto del epigrafe como un aceite de color naranja (3,51 g, 9,80

mmol). Este producto se usé sin purificacién adicional: MS (ES) me 253 (M+H-TFA)*.
Preparacion 8

aparacién de acido 4
a) 4-

- , -aming acetiiamino)metillbenzoico
Nitro-3-[(2-hidroxi-N-metilacetilamino de ferc-butilo

A una solucién en agitacién de 3-{N{metiljaminometil}-4-amincbenzoato de -
butilo (7,0 g 26,3 mmol) en DMF (30 ml) a temperatura ambiente 30 afladieron diiso-

propiletiamina (5,0 mi, 28,8 mmel), HOBt (3,90 g, 28,9 mmol), dcido 2-hikiroxiacético

(2,2 g, 28,9 mmol) y finalmente EDC (5,54 g, 28,9 mmol). Después de 12 h, los conte-

nidos de la reaccién se vertieron sobre H.O (200 mi) y se extrajeron con EtOAC (2 x
150 mi). Las fases orgénicas se reunieron y se lavaron secuenciaiments con H:O (100
mi) y salmuera. Por secado sobre Na;SO, y purificacién sobre silice (CHCL/CH,OH,
95:5) se obtuvo el compuasio del epigrafe (7,82 g, 83 %) como un aceite de color
amarillo claro; MS (ES) m/ 325 (M+H)*
b) 4-Amino-3-{(2-hidroxi-N-metilacetiamino)maetiijbenzoato de ferc-butilo

A una solucién de 4-nitro-3-{(2-hdrcxd-N-metilacetilamino)meti{fbenzoato de ¢-
butiio (7,82 g, 23,15 mmol) en CH:OH (25 mi) y EtOAc (25 ml) en un matraz de hidro-
genacién de Parr, se aftadié Pd al 10 9%/C (0,20 g). Los contenidos se agitaron en un
agitador de Parr bajo H; (344,8 KPa) durants 4 horas. La suspensién sa filird a través
de celite®, se concentrd en vacio y se lavé con E;O para dar el compuesio del epigra-
fe como una espuma de color naranja claro que se usd sin purificacién adicional: MS

(ES) m/e 295 (M+H)*.
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a) Acido ferc-buti-4-amino-3-{(2-hidraxi-3-indol-3-i-N-metiipropancilamino)metif]ben-
zoico

A una solucién en agitacién de 3-{N-{metillaminometil}-4-aminobenzoato de -
butiio (0.60 g, 2.52 mmoal), procedente del procedimiento 5, en DMF (20 mi) a tempera-
fura ambients se af\adieron diisopropiletilamina (0,68 mi, 5,03 mmol), HOBt (0,37 g,
2,77 mmol), acido DL-3-indol-ldctico (0,57 g, 2,77 mmol) y finakments EDC (0,53 g,
2,77 mmol). Después de 12 h, los contenidos de la reaccién se vertieron sobre H,O
(100 mi) y se exirajeron con EtOAc (2 x 100 mi). Las fases orgénicas se neunieron y se
lavaron secuenciaimente con H.O (100 ml) y saimuera. Por secado sobre Na;SO, y
purificacion sobre sllice (CHClyCH,OH, £5.5) se obtuvo el compuesio del epigrafe
(0,99 g, 83%) como un acelta de color amarilio claro; MS (ES) mée 425 (M+H)*
b) Trifluoroacetato de écido 4-amino-3-{(2-hidraxi-3-indol-3-il-N-metilpropancilamino)-
metiljbenzoico

A una solucién en agitacién de dcido f-butil-4-amino-3-{(2-hidroxi-3-indol-3-i-N-
metilpropancilamino)metilben2oico (0,99 g, 2,34 mmol) en CH,CL (20 ml) a tempera-
tura ambiente se afladid TFA (20 mi). Después de 12 h, ios contenkios de la reaccién
$@ evaporaron, se lavaron con Et;O y se secaron bejo alto vacio toda la noche dando
el compuasio del epigrafe (0.86 g, 2,34 mmol) como un sdlido de color rosa. Este pro-
ducto se usd sin purificacion adicional: MS (ES) mée 308 (M+H-TFA)*.

Preparacién 10 h

a) Acido ferc-butil-4-amino-3-[(2-ciciopenti-N-metilacetiiamino)metiljbenzoico

A una solucion en agltacién de 3-{N-(metillammometil)-4-aminobenzoaio de
butilo (0,55 g, 2,32 mmol), procedente del procedimiento 5, en DMF (20 ml) a tempers-
tura amblents se afadieron dlisopropiletiamina (0,81 mi, 4,64 mmol), HOBt (0,34 g,
2,55 mmol), écido ciclopentanoaciético (0,33 g, 2,55 mmol) y fnalimenta EDC (0,49 g,
2,55 mmoi). Después de 12 h, los conteniios de la reaccion se vertieron sobre H;0
(100 ml) y se extrajeron con EtOAc (2 x 100 ml). Las fasse orgénicas se reunieron y se
lavaron secuenciaimente con H,O (100 mi) y saimuera. Por secado sobre N&;SCO, y
purificacién sobre silice (CHCI/CHsOH, 85:5) se obtuvo el compussto del epigrafe
(0,75 g; 849%) como un aceite de color amartiio claro: MS (ES) m® 348 (M+H)*
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b) Trifluoroacetato de dcido 4-amino-3-{(2-ciciopentil-N-metilacetilamino)metillbenzoico

A una solucién en agitacién de écido f-butil-4-amino-3-{(2-ciclopentil-N-metil-
acetilamino)metillbenzoico (0,75 g, 2,18 mmol) en CHxCl, (20 ml) a temperatura am-
biente se afadié TFA (20 ml). Después de 12 b, los contenidos de la reaccién se eva-
porajon, se lavaron con hexano y 38 secaron bajo alto vacio toda ia noche dando el
compuesto del epigrafe (0,63 g, 2,18 mmol) como un aceite de color naranja. Este

producto se usd sin purificacién adicional: MS (ES) m/fe 292 (M+H-TFA)*.

a) 4-Nitro-3-{[(N-metil(feniimetoxi)carboniiamino]metiljbenzoato de t-butilo

A una solucién en agitacién de 3-[N-(metil)aminometil}-4-nitrobenzoato de ¢-bu-
tilo (11,87 g, 45,0 mmol), procedents del procadimiento 3b, en DMF (100 mi) a tempe-
ratura ambiente se arfladieron trietilamina (7,27 mi, 52,2 mmol), y N{benciloxicarbonil-
axd)succinamida (13,0 g, 52,2 mmol). Después de-12 h, los contenidos de ia reaccién
s8 vertieron sobre H,O (200 mi) y se extrajeron con EtOAc (2 x 200 ml). Las fases or-
gédnicas se reunieron y se lavaron secuenclaiments con H;O (100 mi) y salmuera. Por
secado sobre Na,SO, y purificacion sobre sllice (hexana/EtOAc, 1:1) se obtuvo el com-
puesto del epigrafe (17,48 g, 96 %) como un aceite de color amarilio claro: MS (ES)
m/e 401 (M+H)*
b) Acido 4-nitro-3-{(N-metii(feniimetoxi)cartonitamino}metifjbenzoico

A una solucidn en agitacién de 4-nitro-3-{[(N-metii{feniimetcxd)carbonilamino}-
metiljbenzoato de t-butilo (17,46 g, 43,85 mmol) en CH;Cl, (100 mi) a tamperatura am-
biente se afladié TFA (50 mi). Después de 12 h, los contenidos de la reaccién se eva-
poraron, se lavaron con hexano y se secaron bajo alto vacio toda la noche para dar el
compuesto del epigrafe (14,62 g, 42,5 mmol) como un aceite de color naranja. Este
producio se usé sin purificacién adicional: MS (ES) mé 345 (M+H-TFA)*.
¢) NH{{2-Nitro-5-{N-metil-N-[(1-metilindol-2-i))metiljcarbarmoilfenimetil]N-metii{feniime-
toxd)carboxamida

A una solucién en agitacién de dcido 4-nitro-3-{I(N-metil(feniimetoxi)carbonil-
aminalmetilibenzoico (4,58 g, 13,26 mmol) en DMF (20 mi) a temperatura ambiente se
afiadieron dilsopropilatilamina (2,31 ml, 13,26 mmol), HOBt (1,79 g, 13,286 mmol), 1-
metil-2-(metilaminometil)indol (2,1 g, 12,0 mmol) y finaiments EDC (2,54 g, 13,28
mmol). Después de 12 h, jos contenidos de la reaccién se vertieron sobre H,O (100
mi) y se axirajeron con EiOAc (2 x 100 mi). Las fases orgénicas se reunieron y se la-
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varon secuanciaimants con HO (100 mi) y saimuera. Por sacado sobre Na-SO, y puri-
ficacion sobre silice (haxano/EtOAc, 1:1) se obtuvo el compuesto del epigrafe (5,52 g,
92 %) como un aceite amarillo viscoso: MS (ES) mve 501 (M+H)*.
d) {4-Amino-3-{(metilamino)metillfenif}-N-metil-N-{(1-metilindol-2-imetiljcarboxamida

A una solucién de N-[(2-nitro-5-{N-metil-N-{(1-metilindol-2-i)metiljcarbamocil)fe-
nillmeti-N-metil(fenlimetoxi)carboxamida (8,1 g, 12,2 mmol) en CH;OH (50 mi) conte-
nida en un meatraz de hidrogenacién de Parr, se afiadieron 0,75 g de Pd al 10 %/C. Los
contenidos se agitaron en un agitador de Parr bajo H; (344,8 KPa) durante 8 horas. La
suspension se filtrd a través de celite® y se concentrd en vacio. Por purificacién sobre
silice [CHCL/CHsOH (conteniendo 5 % de NHOH), 9:1] se obiuvo el compuesio del
epigrafe como un aceite amarillo viscoso: MS (ES) me 337 (M+H)*.

Los siguientas ejempios ilustran métodos para preparar los compuestos blolé-
gicamente activos de esta invencion a partir de compuestos intarmedios como los des-
critos en las praparaciones anteriores.

@) 3{(Fenllamino)metifl-4-nitrobenzoato de ferc-butiio

A una solucién del 3-bromometil-4-nitrobenzoato de f-butlio crudo (2,0 g, 8,3
mmol), procedents del procedimiento 3b, en THF (25 ml) a temperatura ambients, se
afiadié anilina (2,0 mi, 21,9 mmol). Los contenidos de la reaccién se concentraron, 36
disolvieron en EtOAc y se lavaron secuenciaimente con NaHCO, acuaso al 10 % y sal-
muera. Por purificacién sobre sllice se obluvo el compuesto del epigrafe (1,95 g, 54 %)
como un sdlido de color naranja: MS (ES) m/Ae 429 (M+H)*.

b) {3-{(Fenilamino)metillfenil-4-nitro}-N-metil-N-{( 1-metilindol-2-i)metificarbaxxamida

A una solucién en agitacitn de 3-{(fenkamino)metif}-4-nitrobenzoato de terc-bu-
tilo (1,85 g, 4,55 mmol) en CH,Clz (20 mi) a tempenatura ambiente se afiadié TFA (20
mi). Daspués de 12 h, los contenidos de la reaccion se concentraron, se trataron con
HCI 4 M acuoso y dioxano (10 ml) y se concantraron en vacio dando un sdlido de color
ocre. El residuo sélido se lavé con hexano y se sectd en alto vacio. Este producto se
usé directaments en |a siguiente etapa sin purificacion adicional.

A una solucion en agitacién det compuesto anterior en DMF (30 ml) a tempera-
tura ambients, se afiadieron dietiiamina (1,7 mi, 12,1 mmol), 1-metil-2-(metilaminome-
tiindol (1,0 g, 6,0 mmoi), HOBt (0,81 g, 6,0 mmoi) y finaimente EDC (1,15 g, 6,0
mmol). Después de 12 h, ios contenidos de la reaccién se vertiaron sobre H,O (100
mi) y se extrajeron con EtOAc (2 x 100 ml). Las fases orgénicas se reunieron y se la-



10

15

-28-

varon secuenciaimente con H;O (100 ml) y saimuera. Por secado sobre Na,SO,y purl-
ficacién sobre silice (EtOAc) se obtuvo el compuesto del epigrafe (2,33 g, 82 %) como
una espuma sélida de color amarillo: MS (ES) ma 428 (M+H)*
¢) N-[(2-Nitro-5-{N-metil-N-[(1-metilindol-2-iimetiljcarbamoillfeni)metil}-N-fenilacetami-
da

A una solucién de {3-{(fenilamino)metiflfenil-4-nitro}-N-metil-N-{(1-metilindo}-2-
ilmetiljcarboxamida (0,75 g, 1,8 mmol) en CHCI; (10 mi) a 45 °C, se afiadié anhidrido
acético (0,38 mi, 4,2 mmol) seguido por piridina (0,30 mi, 3,8 mmol). Después de 12 h,
la solucién de reaccidn se concantrd en vacio, se disolvid en EtOAc y sa lavd secuen-
ciaiments con HCI 1 M y salmuera. Por secado sobre Na,SO, y purificacion sobre sili-
ce (EtOAc) se obfuvo ol compuesto del epigrafe (0,682 g, 92 %) como una espuma de
color amarillo: MS (ES) mé 493 (M+H)*
d) N{(2-Amino-5-{N-metil-N-{(1-metilindol-2-il)metijcarbamoil{fenilimetil}-N-fenilaceta-
mida

A una solucion de N-{(2-nitro-5-(N-metii-N-{{1-metilindol-2-)metiljcarbamoil)fe-
nil)metil}-N-fenilacetamida (0,82 g, 1,7 mmol) en CHyOH (50 mil) en un matraz de hidro-
genacién de Parr, se afladié Pd al 10 %/C (0,50 g). Los contenidos. se agitaron en un
agitador de Parr bajo H; (344,8 KPa) durante 4 horas. La suspensién de reaccion se
fitrd a través de celite® y se concentrd en vacio. Por purificacién sobre sflice
(CHCL/CH,OH, 85:5) se obtuvo el compuesto de! epigrafe (0,51 g, 68 %) como un s6-
lido bianco sucio: MS (ES) m® 441 (M+H)*.

A una solucidn en agitacién de trifluoroacetato de dcido 4-amino-3-{(N-metiiace-
iaminc)meiiilbenzoico (0,73 g, 2,17 mmol), procedente dei procadimiento 3, en DMF
(20 mi) a temperatura ambients, se afiadieron diisopropiletiiamina (0,83 mi, 4,78
mmol), HOBt (0,32 g, 2,39 mmol), 1-metil-2-(metilaminometil)indol (0,40 g, 2,38 mmoi)
y finaiments EDC (0,45 g, 2,39 mmol). Después de 12 h, los contenidos de la reaccién
s@ vartieron sobre H,O (100 ml) y se exirajeron con E{OAc (2 x 100 mi). Las fases or-
génicas se reunieron y se lavaron secuenciaiments con H;O (100 mi) y saimuera. Por
secado sobre Ne;SO, y purificacién sobre sllice (CHCL/CH;OH, 95:5) se obtuvo el
compuesto del epigrafe (0,73 g, 80 %) como un sdlido de color amarilio claro: MS (ES)

mve 378 (M+H)*.
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" Ejempio 3
Preparacién de -amij -metil-N-[(1-metilindol-2-il)meti
-feniletil ida

De acuerdo con el procedimiento del Ejamplo 2, excepto que el dcido 4-amino-
3-[(N-fenetilacetilamino)metilfbenzoico (0,60 g, 1,92 mmol) reempiaza al triflucroaceta-
to de &cido 4-amino-3-[(N-metilacetiiamino)metifjbenzoico, se prepard el compuesto
del epigrafe (0.83 g, 92 %) como un sdlido de color amarilio después de cromatografia
sobre geal de silice (CHCl/CHsOH, 95:5): MS (ES) m/ 469 (M+H)*.

-hidroxi-4-metil-
De acuerdo con el procadimiento del Ejemplo 2, axcepto que el triflucroacstato
de acido 4-amino-3-{(2hiiroxi-4,N-dimetipentancilamino)metifbenzoico (2,1 g, 5.1
mmol) reemplaza al trifluorcacstato de dcido 4-amino-3-[(N-metilacetiamino)metiljben-
zoico, se prapard el compuesto del epigrafe (2,08 g, 80 %) como una espuma amarilla
después de cromatografia sobre gel de silice (CHCIy/CHsOH, 85:5): MS (ES) m/e 451
(M+H)*.

jndol-2-ifimeti mida

De acuerdo con el procedimiento del Ejempio 2, excepto que el friflucroacetaio
de 4cido 4-amino-3-{(etoxi-N-metlicarbonilamina)metifbenzoico (0,75 g, 2,05 mmol)
reemplaza & trifluoroacetato de écido 4-amino-3-{(N-metilacetiiamino)metillbenzoico,
se prepard el compuesto del epigrafe (0,75 g, 80 9%) como una espuma ocre después
de cromatografia sobre gel de silice (CHCL/CH,OH, 95:5): MS (ES) m/e 409 (M+H)*.

De acuerdo con ol procadimiento del Ejempio 2, axcepto que el dcido 4-amino-
3 (2-hidroxi-N-metilacetiiamino)metiffbenzoico (1,0 g, 2,84 mmol) reempiaza al trifluo-
roacetato de acido 4-amino-3-{(N-metilacatilamino)metiljbenzoico, se preparé el com-
puesto del epigrafe (0,98 g, 88 %) como un sélido blanco sucio después de cromato-
grafia sobre gel de silice (CHCI/CH,OH, 85:5): MS (ES) m/ 385 (M+H)*.
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N-metilacetamida -

De acuerdo con el procadimiento del Ejempio 2, excepto que el triflucroacetato
de écido 4-amino-3-{(N-metilacetilamino)metillbenzoico (0,44 g, 1,31 mmol) memplaza
al trifluoroacetato de acido 4-amino-3-{(N-metilacetiamino)metillbenzoico, se prepand
el compuesto del epigrafe (0,45 g, 82 %) como un sélide bianco sucio despuds de cro-
matografia sobre gel de silice (CHCIy/CH;OH, 95:5): MS (ES) m# 3798-(M+H)*.

k-3-il mid
De acuerdo con el procedimiento del Ejempio 2, excepio que el trifluoroacetato
de écido 4-amino-3-{(2-hidroxi-3-indol-3-il-N-metilpropancilamino)metiljbenzoico (0,41
g. 1,12 mmoi) reemplaza al trifluoroacetato de acido 4-amino-3-[(N-metilacetilamino)-
maetiljbenmico, se prepand el compuesto del epigrafa (0,48 g, 78 %) como un sdlido
blanco sucio después de cromatografia scbre gel de silice (CHCLW/CH,OH, 85:5): MS

(ES) nvle 524 (M+H)*.

De acuerdo con el procedimiento dal Ejemplo 2, axcapto que el triflucroacetato

de #cido 4-amino-3-{(2-ciclopentil-N-metilacetiamino)metifjbenzoico (1,05 g, 3,60
mmol) reemplaza al trifuoroacetato de Acido 4-amino-3-{(N-metilacetiamino)metiljben-
Z0ico, 80 prepars el compuesto del epigrafe (1,45 g, 80 %) como un sélido blanco su-
cio después de cromatografia sobre gel de silice (hexano/EtOAc, 1:2): MS (ES) mé
448 (M+H)*.

De acuerdo con & procedimianto del Ejemplo 2, excepto que el écido 4-hidrod-
benzoico (0,23 g, 1,64 mmol) reempiaza al triflucroacetato de écido 4-amino-3-{(N-me-
tilacetilamino)metilhenzoico, y la {4-amino-3-{(metilaminometiljfenii}-N-metil-N-[(1-me-
tilindol-2-Hmetifjcarbaxamida (0,50 g, 1.49 mmol) reempiaza al 1-metil-2-(metilamino-
metil)indol, se preparé el compuesto del apigrafe (0,62 g, 2 %) como un sélido blanco
sucio después de cromatografia sobre gel de silice (CHClL/CH;OH, 95:5): MS (ES) mé
457 (M+H)*.
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N-meti jlsulfoni mida
De acuerdo con el procedimiento del Ejemplo 2, excepio que el dcido 3-(fenil-
sulfonil)propitnico (0,35 g, 1,64 mmol) reemplaza al triflucroacetato de dcido 4-amino-
3-{(N-metilacetiiamino)metiljbenzoico, y la {4-amino-3-{(metilaminometiljfenil}-N-metil-
N-{(1-metilindol-2-ilimetillcarboxamida (0,50 g, 1,49 mmoi) reemplaza al 1-metil-2-(me-
tilaminometil)indol, se prepard el compuesto del epigrafe (0,72 g, 81 %) como un séli-
do bianco sucio después de cromatografia sobre gel de sflice (CHCL/CH,OH, 85:5):
MS (ES) m/e 533 (M+H)*.
Eiemplo 12
en unidad de dosis parentaral
Una preparacién que contiene 20 mg dei compuesto del Ejemplo 1 como un
polvo seco asbiril se prepara como sigue: 20 mg del compuesto se disuslven an 15 mi
de agua destilada. La solucién se fillra en condiciones estériles @ una ampolla muitido-
sis de 25 ml y se liofiliza. Se reconstituye al polvo por adicién de 20 mi de dexirosa al §
% en agua (D5W) para inyeccién intravenosa o intramuscular. La dosificacion se deter-
mina entonces por el volumen de inyeccion. Se puade hacer una dilucién subsiguienta
por adicién de un volumen medido de esta unidaxi de dosis a otro volumen de D5W pa-
ra inyeccion, o se puede afladir una dosis medida a ofro dispositivo para dispensar el
férmaco, como un frasco o boisa para infusion por via IV u ofro sistema de infusidn-in-
yeccién.
Eiemplo 13
Composicion en unidad de dosis oral
Una cépsula para administracién oral se prepara mezclando y moliendo 50 mg
del compuesto dal Ejempio 1 con 75 mg de lactosa y 5 mg de estearato de magnesio.
El poivo resuitants se tamiza y se lilena en una cépsula de gelatina dura.
Elemplo 14
en unidad de dosig oral
Un comprimido para administracion oral se prepara mezclando y granulando 20
mg de sacarosa, 150 mg de suifato de caicio dihidratado y 50 mg del compuesto del
Ejemplo 1 con una solucién de gelatina al 10 %. Los grdnulos hiimedos se tamizan, se
secan, s mazcian con 10 mg de aimidén, 5 mg de talco y 3 mg de dcido esteérico; y
se comprimen en un comprimido.

La descripcién anterior detalla por completo la preparacion y el uso de la pre-
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sente invencitn. Sin embargo, la presente invencién no esta limitada a las realizacio-
nes particulares descritas anteriorments, sino gue incluye todas las modificaciones a
las mismas dentro del aicance de las sigulentes reivindicaciones. Las diferentes refe-
rencias a revistas, patentes y otras publicaciones que se citan aqui comprenden la

situacion actual de la técnica y se incorporan aqui como referencia en su totalidad.
)
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REIVINDICACIONES
1. Un comptigsto de la férmula (1):

Ti
~ T
. ke ",
o
donde:

5 R! es alquilo Cy;
R? es alquilo Cy.y;
R? es -alquilo C,.4, -aiquil CoAr, 0 -alquil Co-Het;
R* es -alquilo Cy, -(CH2)+4OH, -O-alquilo C,.,, -S-aiquilo Cy.,, -N(alquilo Cy.4)z,
-aiquil Cos-Ar, -aiquil CoHet, -alquil Co¢-cicloalquilo Cs e, -CH(OH)}-CH2-R* 0 <{(CHa)s.
10 sSOAr,
R* es alquilo C14, Ar o Het;
X es H, alquio Cyy, OR, SR', CN, N(R)2, CH:N(R)2, NO,, CF;, CO:R’,
CON(R")2, COR’", NR'C(O)R', F, C}, Br, 1, 0 -S{0O),CF;;
R’ es H, aiquilo C,.q, -alquil Coo-Ar; y
15 res0,162;
0 una de sus sales famacéuticamente acepiables.
2. Un compuesto segin la reivindicacion 1, de la formula (1a):

T "
co et

3. Un compuesto segun la reivindicacién 1, en el que R® es -alquilc Ci4 0 —ak
20 quil Co-Ph.
4. Un compuesto segin la reivindicacién 1, en el que R* es -aiquiio C.4,
-CHz0OH, -O-alquilo C,., -alquil Co.--Ph, -alquil Co.o~cicloaiquilo Cye, -CH{OH)-CH-R* 0
~CH,).S0-Ph.
5. Un compuesto segun ia reivindicacién 1, que es:
25 N-{(2-amino-5-{N-metil-N-](1-metiiindol-2-imetifjcarbamoiijfenilmetil}-N-metil-
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acetamida;

N-{(2-amino-5-{N-metil-N-[{ 1-metilindol-2-i)metiljcarbamoififenil)metill-N-(2-fe-
niletiljacetamida;

N-{(2-amino-5-{N-metil-N-{(1-metilindol-2-metiljcarbamoil}fenil)metil}-2-hidrox-
4-meti-N-metilpentanamida; -

{4-amino-3-{(etoxi-N-metilcarbonilamino)metil}fenil}-N-metil-N-{(1-metilindol-2-
imetiljcarboxamida;

N-{(2-amino-5-{N-metil-N-{{1-metilindol-2-i)metillcarbamoif}fenil)metil}-2-hidrox-
N-metilacetamida;

N-{(2-amino-5-{N-metii-N-{(1-metilindo}-3-i)metiijcarbamoliifenifmetif}-N-
metilacetamida,

N-{(2-amino-5{N-metil-N-{(1-metilindol-2-il)metiljcarbamoif}fenil)metil}-N-
fenilacetamida;

N-{(2-amino-5-{N-metil-N-{( 1-metilindol-2-ilmetiljcarbamoilifenil)metil}-2-hidrox-
3-indol-3-i-N-metilpropanamida;

(4-amino-3-{I(4-hidroxifenil}-N-metiicarbonilamino]metil}fenil)-N-metil-N-{(1-me-
tilindol-2-il)metiljcarboxamida;

N-[(2-amino-5-{N-metil-N-{( 1-metilindol-2-il)metiljcarbamoil}fenil)metil}-N-metil-
3-(fenilsulfonil)propanamida; o

N-[(2-amino-5-{N-metil-N-{(1-metilindol-2-i)metillcarbamoil}{fenil)metit}-2-cicio-
penti-N-metiacetamida;

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

6. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto segun la rei-
vindicacién 1, y un vehicuio farmacéuticamente aceptabile.

7. Un método para inhibir ia enzima Fab | que comprende administrar a un su-
jeto que lo necesite un compuesto segin la reivindicacion 1.

8. Un método para tratar las infecciones bacterianas que comprende adminis-
trar a un sujeto que lo necesite un compuesto segun la reivindicacion 1.

8. Un compuesto segun una cuakjuiera de las reivindicaciones 1 a 6, para uso
como un medicamento.

10. tn compuesto de la fdrmula (I) como se define en la meivindica-
cién 1, en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de las infeccionas
bacterianas.

11. Un compuesto de la fdrmuia (I) como se define en la reivindica-
cién 1, en |a fabricacién de un medicamento para el tratamiento de enfermedades en
las que esth indicada la inhibicién de Fab 1.
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12. Un proeedimiento para preparar un compuasto de la férmuila () como se
define en la relvindicacién 1, cuyo procedimianto comprende hacer reaccionar un
compuesto de la fSrmula (I) con un compuesto de la férmula (III):

n'
: A
g_)'\u——ﬂ HO N R
|
X A () NH, 1))

donde R', R?, R?, R* y X son como se han definido en la férmuia (1), con todos ios gru-
pos funcionales reactivos protegidos, en presencia de EDC y HOB,

y separar después todos los grupos protectores, y opcionaimente formar una sal far.
macéuticaments aceptable.

T
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inhibi Fabl
Se describen compuestos de la férmula (I) que son inhibidoras de Fab I y son
dtiles en el tratamiento de las infecciones bacterianas:

T‘I
N T
@}\N N f
7 T U
M
donde:

R’ es aiquilo Cy.;

R? es alquilo Cy;

R? es -alquilo Cy., -alquil Cos-Ar, 0 -aiquil CoHet;

R* es -alkquilo Cq, {CH1)14OH, -O-alquilo Cy.4, -S-alquilo Ci., -N(alquilo Cy)s,
-alquil Co.¢Ar, -aiquil Co-Het, -aiquil Co-cicloaiquilo Cas, -CH(OH)-CHr-R* 0 ~(CHy)s-
3S0Ar,

R* es alquilo Cy4, Ar o Het;

X as H, alquilo C,, OR', SR, CN, N(R}2, CHaN(R?)a, NO,, CF;, COR',
CON(R")2, COR’, NR'C(O)R', F, Cl, Br, |, 0 -S(Q),CF»;

R’ es H, alquilo Cy.e, -alquil Co.c-Ar, ¥

res0,162;
0 una de sus sales famacéuticaments aceptables.
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COMPLETA][ | INCOMPLETA | ]
FlrmalResponéa);ie'.?as

Fecha: - Coonmutador: 394 1221204

Fax 281 31 25 o-mall: OV.CO
Sania Fe de Bogotil D.C. -Colombia
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INFORME DE PROTOCOLO

Expediente _oo-76101 .

Facha:_ 9 _de Octubre de) 2000 .

Se certifica que:

Desde fecha___ 13 de octubre de 19%4.. ..
del folio __78.08&6 ___ al folio _ _78.091 _ del
libro da-Protocolo No___ 265 , obra el poder
NG 15.479 canferido por __SMITHKLINE

BEECHAM _CORPORATION

domiciliado(a) en EFiladelfia - Pensilvania.

EallaBe..e.. -

al doctor GERMAN. GASTILL.0._GRAW_ .v/0. . ADRIANA
CASTILLO. GIBSONE. v/o_  LUIS_FELIPE CASYILLO
GIBSONE

Facultad para desistir _SI___.

Revisado -

Carmrem 13 N° 27-00 Plsos 5° y 10*
Conmutedor 334 1221-2-3-4
Fex 281 3125
Santnfé de Bogoté, D.C. - Colombia
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Bogota, D.C.

Doctor .

GERMAN CASTILLO GRAU

Apoderado

REFERENCIA: Radicacién No. 00076101
Trédmite 002
Evento ) 001
Actuacién 430°
Oficio No. 0201
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Declsién
486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se le comunica que:

Debe allegar copla del documento en que consta la ceslén del derecho a la patente otorgado por
el inventor al solicitante o a su causante. (Art.26-k).

En cumplimilento del articulo 39 de la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se

le requiere para que dentro del término de dos (2) meses siguientes a la fecha de notificacién del

pregents oficlo, complete ios requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar

cumplimiento al presents requerimiento, la solicitud se considerard abandonada y perderéd su
" prelacion.

Notifiquese ol presents oficio conforme a lo dispuesto en el articulo 8 de la Resolucion
Reglamentaria No. 210 del 15 de enero del 2001.

08 FEB. 2001

E) anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha

Se recuarda al interesado que deba presantas, daniro de los diaciséls messs sigulantes contados a partir de la fecha de presentacidn
de la soliciud cuya prioridad sa Invoca, copia de la misma certificada por s sulosidad que Ia expidia, un certificado de la facha de
presenincién de ssa scilcitud sxpediia por la misma sutoridad y, an los casos on que haya lugar, s traduccidn simple del capfud o
reivindicatorio. El incumpliimienio de éste pixzo, acarmeard la pérdida de Ia prioddad Invocada.

C.TJC.J. 2020127202022

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5y 10
Conmutador: 334 12 21
Fax: 281 31 25
Santa Fe de Bogota, D.C., Colombla




