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METODOS Y COMPOSICIONES PARA INHIBIR EL FACTOR DE EDEMA Y LA

ADENILIL CICLASA

RESUMEN

Se describen moléculas pequenas y sus derivados para &l tratamiento y/o Ia
prevencién de la pérdida de fluido intestinal. También se describen métodos para
usar dichas moléculas y sus derivados para tratar y/o prevenir condiciones
asociadas con niveles incrementados de 3',5-monofosfato de adenosina. Las

composiciongs especificas de la invencién también son novedosas.
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METODOS Y COMPOSICIONES PARA INHIBIR EL FACTOR DE EDEMA Y LA
ADENILIL CICLASA

REFERENCIA A SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] Esta solicitud invoca prioridad sobre la Solicitud Provisoria de los EEUU N°
AO/G44575, presentada el 15 de Junio de 2007, y la Solicitud Provisoria d& los
EEUU N* 21/0352639, presentada <l 10 de Marzo de 2008, ambas incorporadas en
la presente documentacion a modo ds referencia en su totalidad.

DECLARACION RELACIONADA CON LA INVESTIGACION O EL
DESARROLLO CON AUSPICIO FEDERAL

[0002] La presente invencion se llevé a cabo con fondos provenientes de los
subsidios del Gobierno de los Estados Unidos numerce NIAID UO1AIS385802 y
DAMD 170210699. Entonces, el Gobierno de= los Estados Unidos tiene
determinédos derechos sobre la invencion.

CAMPO TECNICO

[0603] La presents invencidn se relaciona =n general con el tratamiento de
condiciones hioldgicas y/o con compuestos quimicos. La presente invencion
también se relaciona con un método para tratar condiciones causadas por niveles
incrementados de 3’ 5-monofosfato de adenosina, y con composiciones usadas
para tratar dichas condiciones. Adicionalmente, la invencion se relaciona con un
método para tratar la pé‘rdida de fluido intestinal.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0004] La patogénesis de varias enfermedades comprends factores que
incrementan la concentracién de 3',5-moncfosfato de adenosina (AMPc) én los
tejidos de los serss humanos y animales no humanos. En las células de
mamiferos, este mediador intracelular importante se forma mediante la conversion
de trifosfato de= adenosina (ATP) en AMPc; donde esta Ultima reaccion es
catalizada por la adenilil ciclasa. Las células bacterianas tamhbién forman AMPc
con la catalisis d= una version procaridtica de la adenilil ciclasa.

[0005] El incremento en la concentracién de AMP: en los tejidos es el factor clave

en numerosas infzcciones bacterianas. Por ¢jemplo, las toxinas bacterianas
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producidas por Vibrio cholerae y muchas cepas de Escherichia coli (ETEC)
enterotoxinogénicas estimulan la adenilil ciclasa de las células del epitelio
intestinal, lo que evoca un incremento en los niveles intracelulares y extracelulares
de AMP: (FIG. 1). La consecuencia fisioldgica d= este efecto es el impacto
estimulatorio del AMPc sobre los canales de cloruro, potasio y sodio en las
membranas de las células que recubren el lumen del intestino delgado. La
hipersecrecion de cloruro y otros iones culmina en la acumulacion de agua y
glectrolitos en el lumen intestinal, lo que finalmente resulta en diarrea. Esto
también se conoce como colera, en el caso de V. cholerae, y diarrea del turista o
el viajero en el caso de Escherichia coli.

[0006] Otras bacterias que evosan incrementos en &l AMPc tisular incluyen
Bordsatella pertussis, el agente causal de la tos ferina o pertussis. Estas bacterias
secretan dos proteinas bacterianas que incrementan los niveles de AMPc én el
tracto respiratorio. Un factor de virulencia es una adenilil ciclasa bacteriana que es
tomada por las células respiratorias y convierte el ATP respiratorio en AMPc.
Ademas, B. pertussis secreta la toxina de pertussis, que s& une a las células
respiratorias y estimula la adenilil ciclasa de mamifero en las células del tracto
respiratorio (Young y Collier, 2007). La significacion fisiolégica de la necesidad de
estas bacterias de incrementar ¢l AMPc en el tracto respiratorio no esta
completamente clara, pero se sabe qus € AMPc inhibe la fagocitosis de las
bacterias por los macréfagos (ma) y los neutrdfilos polimorfonucleares (PMNs), lo
que limitaria la proteccién del cuerpo contra las bacterias. Las drogas que
incrementan los niveles de AMPC en los pulmones provocan la dilatacion de las
vias aéreas, lo que podria facilitar =l acceso y la colonizacion de los sacos
alveolares. Como el AMPc estimula la expresion de muchos genes de células de
mamiferos, las proteinas formadas podrian mejorar la sintesis de receptores
tisulares para bacterias y sus toxinas.

[0007] Gran parte de este edema tisular en los pacientes infectados con B.
anthracis se atribuy= a la toxina de edema de B. anthracis, que &s una
combinacion del factor de edema (EF) y ¢l antigeno protector (PA). Esta Gltima

proteina se une las toxinas de antrax a los receptores en las células blanco en los

13
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pulmones y muchos otros tejidos &n el cuerpo (Firoved et al., 2005; Milne et al.,
1995). Aunque todos estos ejemplos son infecciones bacterianas, se sabe que
algunos tipos de tumores hipersecretan prostaglandinas (por ejemplo, PGE:z) que
estimulan la adenilil ciclasa en las células epiteliales a lo largo del tracto intestinal
para que formen cantidades excesivas d= AMPc. Estos pacientes presentan una
diarrea virtualmente continua. Todos los usos posibles de estas pequenas
molé&culas que inhiben la adenilil ciclasa ain pueden no ser obvios, pero muchas
drogas usadas en el tratamiento de pacientes con asma operan incrementando los
hiveles de AMP: para abrir las vias adreas. En pacientes sobremedicados con

drogas tales como teofilina, podria usarse una pequefia molécula inhibidora de

adenilil ciclasa para neutralizar los niveles excesivos de AMPc. Puede haber

muchos u clinicos para las pequefias moléculas que inhiben la adenilil ciclasa.

[0008] Como se describid con anterioridad, muchas bacterias patogénicas,
independientemente de su morfologia celular y su patréon de agrupamiento,
producen toxinas con funciones similares que comunmente estan codificadas en
plasmidos. Por ejemplo, Bacillus anthracis, una bacteria Gram positiva que tiene
forma de bacilo y forma esporas, produce dos tipos de factores que incrementan
su letalidad: una capsula de polisacaridos (Drysdale et al,, 2005) y dos toxinas
proteicas, la toxina letal (LT) y la toxina de edema (ET). Ambas toxinas son letales
cuando se inyectan en ratones, y suprimen las funciones de los macréfagos, los
polimorfoneutréfilos y los linfocitos. Por consiguiente existe la necesidad de
inhibidores de toxinas como coadyuvantes para los tratamientos con antibiéticos.
Un componente de ambas toxinas es el antigeno protector (PA), que permite el
ingreso en la célula de los componentes toxicos enzimaticos, el factor letal (LF) y
el factor de edema (EF) (Abrami et al., 2005). LF presenta una actividad de
metaloproteasa que es especifica para las proteinas MAP quinasas. Se ha
identificado un inhibidor de LF, y s& ha demostrado que &s un coadyuvante
gfectivo para la terapia con antibiéticos en estudios en animales (Xiong et al.,
200R). Este inhibidor no afecta la actividad de EF, que es una adenilil ciclasa
analoga a la producida por Bordetella pertussis (el agente causal de |a tos ferina)

(Munier ef al., 1992; Hewlstt ot al., 1979, Hewlett ef al., 1978). Estas toxinas de

1y
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“adenilil ciclasa” (Drum =t al., 2002; Shen =t al, 20058) catalizan la produccion
intracelular de AMP: a partir de ATP (Leppla, 1982; de Rooij et al., 1998; Lacy et
al., 2002; Lacy et al, 2002). Los niveles elevados de AMPc perturban la

homeostasis acuosa de la célula, lo que resulta en anormalidades en las vias de

4]

efalizacion intracelulares y la estimulacion del canal de cloruro (Ajuha et al.,

19

004; Ascenzi =t al, 2002; Peterson =t al.2001). Esto contribuye al edema (y la
dilatacion) del mediastino localizado entr= los I6bulos de los pulmones de los
pacientes con inhalacion de antrax. Los pacientes con antrax cutaneo
comunmente presentan edema tisular cerza de la lesion. Los inhibidores que
pudieran unirse a EF y prevenir su actividad enzimatica intracelular podrian reducir
la severidad de las infecciones de B. anthracis y otras bacterias que producen
toxinas similares. Los inhibidorzs de AMPc actualmente conocidos en la técnica
son téxicos (Soelaiman &f al., 2003), b que demuestra la necesidad de la presente
invencion.

BREVE SINTESIS DE LA INVENCION

[0009] Una realizacién de la invencién es un método para tratar y/o prevenir la
pérdida de fluido intestinal en un sujeto. En una realizaciéon general, la
composicion comprende una cantidad eficaz para el uso terapéutico de un
compuesto o una sal de éste aceptable para el uso farmacéutico, que se
administra al sujeto. En una realizacidn especifica, la férmula general del

compuesto se selecciona del grupo que consiste en:
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[0010] vy cualquier combinacién de éstas. En realizaciones especificas de la
invencién, &l grupo R de la formula general es una estructura de anillo ciclico o
biciclico; Ry &s una estructura d= anillo ciclico o biciclico; Ry’ €s un hidrégeno, una
estructura de anillo ciclico o biciclico; Z se selecciona del grupo que consiste en
hidrégeno, alquenilo, alquinilo, fenilo, bencilo, halo, fluoro, cloro, bromo, iodo,
hidroxilo, ceto, oxo, aldo, carheonato, carboxilo, alcoxilo, éster, carboxamido,
amino, amonio, imino, imido, azido, azo, cianato, isociano, isocianato,
isctiocianato, nitroxilo, ciano, nitrosooxilo, nitro, nitroso, 4-piridilo, 3-piridilo, 2-
piridilo, tioéter, sulfonilo, sulfo, sulfinilo, mercapto, sulfanilo, sulfhidrilo,
sulfonamino, tiocianato, alquil amino, acide hidroxiamico, metilo, etilo, 1,3-
dioxilanilo, propilo, iso-propilo, butilo, ter-butilo, alquilo no sustituido o sustituido,

ramificado o no ramificado, (C1-C3) alguenilo, arilo no sustituido o sustituido,
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6
ramificado @ no ramificado, alquilarilo no sustituido o sustituido, ramificado o no
ramificado, hidrato de carbono no sustituido o sustituido, ramificado o no
ramificado; W se selzcciona del grupo que consistz en CO, NH, metileno, un
atomo de azufre, un atomo de oxigeno y tionilo; X es alquilo, oxigeno, un éster,
una amina o una amida; y m y n son iguales o diferentes, y son 0 6 1. En otra
realizacidon especifica de la invencion, R esta sustituido o no sustituido, y se
selecciona del grupo que consiste en fenilo, piranonilo, piridilo, imidazolilo, 1,8-
naftiridinilo y N-dxido de piridilo. En otra realizacion de la invencion, R esta mono,
di, tri, tetra o penta sustituido apropiadamente con un grupo funcional
seleccionado del grupo que consiste en alquenilo, alquinilo, fenilo, bencilo, halo,
fluoro, cloro, bromo, iodo, hidroxilo, ceto, oxo, aldo, carbonato, carboxilo, alcoxilo,
&ster, carboxamido, amino, amonio, imino, imido, azido, azo, cianato, isociano,
isocianato, isotiocianato, nitroxilo, ciano, nitrosooxilo, nitro, nitroso, 4-piridilo, 3-
piridilo, 2-piridilo, tioéter, sulfonilo, sulfo, sulfinilo, mercapto, sulfanilo, sulfhidrilo,
sulfonamino, tiocianato, alquil amino, acido hidroxiamico, metilo, etilo, 1,3-
dioxilanilo, propilo, iso-propilo, butilo, ter-butilo, alquilo no sustituido o sustituido,
ramificado o no ramificado, (C1-C3) alquenilo, arilo no sustituido o sustituido,
ramificade o no ramificado, alquilarilo no sustituido o sustituido, ramificado o no
ramificado, hidrato de carbono no sustituido o sustituido, ramificado o no
ramificado, y cualquier combinacién de éstos. En otra realizacion de la invencion,
Ry esta mono, di, tri, tetra o penta sustituido apropiadamente con un grupo
funcional selzccionado del grupo que consiste en alquenilo, alquinilo, fenilo,
bencilo, halo, fluoro, cloro, bromo, iodo, hidroxilo, ceto, oxo, aldo, carbonato,
carboxilo, alcoxilo, éster, carboxamido, amino, amonio, imino, imido, azido, azo,
cianato, isociano, isocianato, isctiocianato, nitroxilo, ciano, nitrosooxilo, nitro,
nitroso, 4-piridilo, 3-piridilo, 2-piridilo, tioéter, sulfonilo, sulfo, sulfinilo, mercapto,
sulfanilo, sulfhidrilo, sulfonamino, tiocianato, alquil amino, &cido hidroxiamico,
metilo, =tilo, 1,3-dioxilanilo, propilo, iso-propilo, butilo, ter-butilo, alquilo no
sustituido o sustituido, ramificado o noe ramificado, (C1-C3) alquenilo, arilo no
sustituide o sustituide, ramificado o no ramificado, alquilarilo no sustituido o

sustituido, ramificado o no ramificado, hidrato de carbono no sustituido o

3
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sustituido, ramificado o no ramificado, y cualquier combinacién de éstos. En una
realizacion especifica de la invencién, Ry &s una estructura de anillo ciclico o
biciclico, sustituido o no sustituido, y se selecciona del grupo que consiste en
fenilo, piridilo y furanilo. En otra realizacién de la invencion, R, estad mono, di, tri,
tetra o penta sustituido apropiadamente con un grupo funcional seleccionado del
grupo que consiste en alquenile, alquinilo, fenilo, bencilo, halo, fluoro, cloro,
bromo, iodo, hidroxilo, ceto, oxo, aldo, carhonato, carboxilo, alcoxilo, éster,
carboxamido, amino, amonio, imino, imido, azido, azo, cianato, isociano,
isocianato, isotiocianato, nitroxilo, ciano, nitrosooxilo, nitro, nitroso, 4-piridilo, 3-
piridilo, 2-piridiln, tioéter, sulfonilo, sulfo, sulfinilo, mercapto, sulfanilo, sulfhidrilo,
sulfonamino, tiocianato, alquil amino, acido hidroxiamico, metilo, etilo, 1,3-
dioxilanilo, propilo, iso-propilo, butilo, ter-butilo, alquilo no sustituido o sustituido,
ramificado o no ramificado, (C1-C3) alquenilo, arilo no sustituido o sustituido,
ramificado o no ramificado, alquilarilo no sustituido o sustituido, ramificado o no
ramificado, hidrato de carbono no sustituido o sustituido, ramificado o no
ramificado, y cualquier combinacién de éstos.

[0011] Una realizacion de la invencion es un métado para tratar o prevenir una
condicién asociada con niveles incrementados de 3’ 5-monofosfato de adenosina
&n un sujeto. En una realizacion general, la composicién comprende una cantidad
eficaz para el uso terapéutico de un compuesto o una sal de éste aceptable para
el uso farmacéutico, que s= administra a un sujeto. En una realizacién especifica,

la farmula general del compuesto se selecciona del grupo que consiste en:
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[0012] y cualquier combinacién de &stas. En realizaciones especificas de la
invencién, el grupo R de la formula general s una estructura de anillo ciclico o
hiciclico; Ry &8 una astructura de anillo ciclico o hiciclico; Ry s un hidrégeno, una
estructura de anillo ciclico o biciclico; X &s alquilo, oxigeno, un éster, una amina o
una amida; Z se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquenilo,
alquinilo, fenilo, bencilo, halo, fluoro, cloro, bromo, iodo, hidroxilo, ceto, oxo, aldo,
carbonato, carboxilo, alcovilo, &ster, carboxamido, amino, amonio, imino, imido,
azido, azo, cianato, isociano, isocianato, isotiocianato, nitroxilo, ciano, nitrosooxilo,
nitre, nitroso, 4-piridilo,  3-piridile, 2-piridilo, ticéter, sulfonilo, sulfo, sulfinilo,
mercapto, sulfanilo, sulfhidrilo, sulfonamine, tiocianato, alquil amino, acido
hidroxiamico, metilo, =tilo, 1,3-dioxilanilo, propilo, iso-propilo, butilo, ter-butilo,

alquilo no sustituido o sustituido, ramificado o no ramificado, (C1-C3) alquenilo,
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9
arilo no sustituido o sustituido, ramificado o no ramificado, alquilarilo no sustituido
o sustituido, ramificado o no ramificado, hidrato de carbono no sustituido o
sustituido, ramificado o no ramificaco; W se selecciona del grupo que consiste en
CO, NH, metileno, un atomo de azufre, un atomo de oxigeno y tionilo; y m y n son
iguales o diferentes, y son 0 6 1. En otra realizacién especifica de la invencion, R
esta sustituido o no sustituido, y se selscciona del grupo que consiste en fenilo,
piranonilo, piridilo, imidazolilo, 1,8-naftiridinilo y N-6xido de piridilo. En otra
realizacion de la invencidn, R esta mono, di, tri, tetra o penta sustituido
apropiadamente con un grupo funcional seleccionado del grupo que consiste en
alquenilo, alquinilo, fenilo, bencilo, halo, fluoro, cloro, bromo, iodo, hidroxilo, ceto,
oxo, aldo, carbonato, carboxilo, alcoxilo, éster, carboxamido, amino, amonio,
imino, imido, azido, azo, cianato, isociano, isocianato, isotiocianato, nitroxilo,
ciano, nitrosooxild, nitro, nitroso, 4-piridilo, 3-piridilo, 2-piridilo, tioéter, sulfonilo,
sulfa, sulfinilo, mercapto, sulfanilo, sulfhidrilo, sulfonamino, tiocianato, alquil amino,
acido hidroxiamico, metilo, etilo, 1,3-dioxilanilo, propilo, iso-propile, butilo, ter-
butilo, alquilo no sustituido o sustituido, ramificado o no ramificado, (C1-C3)
alquenilo, arilo no sustituido o sustituido, ramificado o no ramificado, alquilarilo no
sustituido o sustituido, ramificado o no ramificado, hidrato de carbono no sustituido
o sustituida, ramificado o no ramificado, y cualquier combinacién de éstos. En otra
realizacion de la invencidén, Ry esta mono, di, tri, tetra o penta sustituido
apropiadamente con un grupo funcional selzccionado del grupo que consiste en
alquenilo, alquinilo, fenilo, bencilo, halo, fluoro, cloro, bromo, iodo, hidroxilo, ceto,
oxo, aldo, carbonato, carboxilo, alcoxilo, éster, carboxamido, amino, amonio,
imino, imido, azido, azo, cianato, isociano, isocianato, isotiocianato, nitroxilo,
ciano, nitrosooxilo, nitro, nitroso, 4-piridilo, 3-piridilo, 2-piridilo, tioéter, sulfonilo,
sulfo, sulfinilo, mercapto, sulfanilo, sulfhidrilo, sulfonaming, tiocianato, alquil amino,
acido hidroxiamico, metilo, =tilo, 1,3-dioxilanilo, propilo, iso-propilo, butilo, ter-
butilo, alquile no sustituido o sustituide, ramificado o no ramificado, (C1-C3)
alguenilo, arilo no sustituido o sustituido, ramificado o no ramificado, alquilarilo no
sustituido o sustituido, ramificado o no ramificado, hidrato de carbono no sustituido

o sustituido, ramificado o no ramificado, y cualquier combinacion de éstos. En una
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realizacién sspecifica de la invencién, Ry s una estructura de anillo ciclico o
hiciclico, sustituido o no sustituido, y se selecciona del grupo que consiste &n
fenilo, piridilo y furanilo. En otra realizacion de la invencion, Ry esta mono, di, tri,
tetra o penta sustituido apropiadaments con un grupo funcional seleccionado del
grupe que consiste en alquenilo, alquinile, fenilo, bencilo, halo, fluoro, cloro,
bromo, iodo, hidroxilo, ceto, oxo, aldo, carbonato, carhoxilo, alcoxilo, éster,
carbhoxamido, amino, amonic, imino, imido, ézido, azo, cianato, isociano,
isocianato, isotiocianato, nitroxilo, cianc, nitrosooxilo, nitro, nhitroso, 4-piridilo, 3-
piridilo, 2-piridilo, tioéter, sulfonilo, sulfo, sulfinilo, mercapto, sulfanilo, sulfhidrilo,
sulfonamino, tiocianato, alquil amino, acido hidroxiamico, metilo, etilo, 1,3-
dioxilanilo, propilo, iso-propilo, butilo, ter-butilo, alquilo no sustituido o sustituido,
ramificado o no ramificado, (C1-C3) alquenilo, arilo no sustituido o sustituido,
ramificado o no ramificado, alquilarilo no sustituido o sustituido, ramificado o no
ramificado, hidrato de= carbono no sustituido o sustituido, ramificado o no
ramificado, y cualquier combinacién de &stos.

[0013] En una realizacién de la invencidn, el compuesto usado en la realizacion
general pertenece al grupo que consiste en FIV-50, FIV-1, FIV-29, FIV-31, FIV-34,
FIV-35, FIV-39, FIV-40, FIV-43, Flil-1, Fll-1, FI-3, FI-1, FI-2, FIV-&84, FIV-53, FIV-
55, FIV-53, FIV-37, FIV-70, FIV-35, FIV-38, FIV-58, FIV-31, FIV-60, FIV-64, FIV-
71, FIV-45, FIV-72, FIV-73, FIV-49, FIV-75, y cualquier combinacion de éstos.
[0014] En una realizacion especifica de la invencién, &l método para tratar la
pérdida d= fluido intestinal comprends inhibir la adenilil ciclasa, el factor de edema,
CTA1, o cualquisr combinacion de éstos. En otra realizacion, la pérdida de fluido
intestinal es el resultado de una infeccion de uno o mas patégenos. En una
realizacion especifica, =l patégeno es E. anthracis, V. choleras, E. coli, Pertussis,
Y. pestis, o cualquier combinacion de éstos. En otra realizacion especifica, cuando
el patégeno es B. anthracis, =l método puede comprender ademas administrar una
droga inhibidora de LT. En otra realizacion especifica, la droga inhibidora de LT se
selecciona del grupo que consiste en hestatina, captopril, adefovir, y cualquier
combinacién de éstas. En una realizacién general de la invenciéon, la pérdida de

fluido intestinal s causada por un incremento en los niveles de 3',5'-monofosfato
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de adenosina en el tejido del sujeto. En una realizaciéon especifica de la invencion,
la pérdida de fluido intestinal es causada por cancer.
[0015] En otra realizacic’m de la invencion, la composicidon se administra en
combinaciéon con una 0 mas drogas adicionales. En otra realizacion de la
invencién, la droga es un antibiético o un antiinflamatorio. En otra rzalizacién, la
composicion comprends un vehiculo aceptable para &l uso farmacéutico. En otra
realizacién de la invencién, la composicién se administra a través de una ruta
seleccionada del grupo que consiste en alimentaria, parenteral, tépica, mucosal,
por inhalacion, y cualquier combinacion de éstas. En una realizacion especifica de
la invencién, el compuesto se administra en dosificaciones de entre 0,01 mM y 10
mM. En otra realizacion especifica de la invencion, €l compuesto se administra en
dosificaciones de entre 0,1 mM y 1 mM. En ofra realizacién de la invencion, el
sujeto es un ser humano.
[0016] Otra realizacidon de la invencién &s una co.mposicién que comprande un
compuesto seleccionado del grupo que consiste en FIV-80, FIV-1, FIV-29, FIV-31,
FIV-34, FIV-35, FIV-39, FIV-40, FIV-43, Flll-1, FlI-1, FI-3, FI-1, FI-2, FIV-54, FIV-
58, FIV-55, FIV-53, FIV-57, FIV-70, FIV-55, FIV-68, FIV-36, FIV-61, FIV-60, FIV-
G4, FIV-T1, FIV-48, FIV-T2, FIV-73, FIV-44a, FIV-T5, y cualguier combinacién de
éstos. La invenciéon también puede comprender uno o mas de cualquiera de los
compuestos anteriores, solos o combinados.
[0017] Otra realizacion de la invencion s un conjunto de =lementos para tratar y/o
prevenir una condicién nﬂédica directa o indirectamente, para el tratamiento la
pérdida de fluide intestinal causada por niveles incrementados de 3',5'-
monofosfato de adenosina en un sujetn. En una realizacién general, €l conjunto de
elementos l_,Ol'ﬂpIt:'nt{c una canticlad eficaz para el uso terapeutico de un
compuesto ¢ una sal de éste aceptable para el uso farmacéutico, se administra a
un sujeto. En una realizacion especifica, la formula general del compuesto se

selecciona del grupo que consiste en:
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[0018] y cualquier combinacién de éstos. En realizaciones especificas de la
invencién, el grupo R de la férmula general s una estructura de anillo ciclico o
biciclico; Ry &s una estructura de anillo ciclico o biciclico; Ry’ es un hidrégeno, una
estructura de anillo ciclico o biciclico; X =s alquilo, oxigeno, un éster, una amina o
una amida; Z se selecciona del grupo que consistz en hidrogeno, alquenilo,
alquinilo, fenilo, bencilo, halo, fluoro, cloro, bromo, iodo, hidroxilo, ceto, oxo, aldo,
carbonato, carboxilo, alcoxilo, éster, carbhoxamido, amino, amonio, imino, imido,
azido, azn, cianato, isociano, isocianato, isotiocianato, nitroxilo, ciano, nitrosooxilo,
nitro, nitroso, 4-piridilo,  A-piridilo, 2-piridilo, tioéter, sulfonilo, sulfo, sulfinilo,
mercapto, sulfanilo, sulfhidrilo, sulfonamino, tiocianato, alquil amino, &cido
hidroxiamico, metilo, etilo, 1,3-dioxilanilo, propilo, iso-propilo, hutilo, ter-butilo,

alquilo no sustituido o sustituido, ramificado o no ramificado, (C1-C3) alquenilo,
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arilo no sustituido o sustituido, ramificado o no ramificado, alquilarilo no sustituido
o sustituido, ramificado o no ramificado, hidrato de carbono no sustituidc. o
sustituido, ramificado o no ramificado; W se selzcciona del grupo que consiste en
CO, NH, metileno, un atomo de azufre, un atomo de oxigeno y tionilo; y my n son
iguales o diferentes, y son 0 6 1. En otra realizacion especifica de la invencion, R
estd sustituido o no sustituido, y se selecciona del grupo que consiste en fenilo,
piranonilo, piridilo, imidazolilo, 1,3-naftiridinilo y N-6xido de piridilo. En otra
realizacion de la invencidon, R estd mono, di, tri, tetra o penta sustituido
apropiadaments con un grupo funcional seleccionado del grupo que consiste en
alquenilo, alquinilo, fenilo, hencilo, halo, fluora, cloro, bromo, iodo, hidroxilo, ceto,
oxo, aldo, carbonato, carboxilo, alcoxilo, éster, carboxamide, amino, amonio,
imino, imido, azido, azo, cianato, isociano, isocianato, isotiocianato, nitroxilo,
ciano, nitrosooxilo, nitro, nitroso, 4-piridilo, 3-piridilo, 2-piridilo, tioéter, sulfonilo,
sulfo, sulfinilo, mercapto, sulfanilo, sulfhidrilo, sulfonamino, tiocianato, alquil amino,
acido hidroxiamico, metilo, =tilo, 1,3-dioxilanilo, propilo, iso-propilo, butilo, ter-
butilo, alquilo no sustituido o sustituido, ramificado o no ramificado, (C1-C3)
alquenilo, arilo no sustituido o sustituido, ramificado o no ramificado, alquilarilo no
sustituido o sustituide, ramificado o no ramificado, hidrato de carbono no sustituido
o sustituido, ramificado o no ramificado, y cualquier combinacién de éstos. En otra
realizacién de la invencién, Ry =sta mono, di, tri, tetra o penta sustituido
apropiadamente con un grupo funcional seleccionado del grupo que consiste en
alquenilo, alquinile, fenilo, bencilo, halo, fluoro, cloro, bromo, iodo, hidroxilo, ceto,
oxo, aldo, carbonato, carboyild, alcoxilo, éster, carboxamido, amino, amonio,
imino, imido, azido, azo, cianato, isociano, isocianato, isotiocianato, nitroxilo,
ciano, nitrosooxila, nitro, nitroso, 4-piridilo, 3-piridilo, 2-piridilo, tioéter, sulfonilo,
sulfo, suffinilo, mercapto, sulfanilo, sulfhidrilo, sulfonamino, tiocianato, alquil amino,
acido hidroxiamico, metilo, etilo, 1,3-dioxilanilo, propilo, iso-propilo, butilo, ter-
butilo, alquile no sustituido o sustituido, ramificado ¢ no ramificado, (C1-C3)
alquenilo, arilo no sustituido o sustituida, ramificado o no ramificado, alquilarilo no
sustituido o sustituido, ramificado o no ramificado, hidrato de carbono no sustituido

o sustituido, ramificadce o ho ramificado, y cualquier combinacion de éstos. En una
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realizacién especifica de la invencidén, Ry €s una estructura de anillo ciclico o
biciclico, sustituidoe o no sustituido, y se selecciona del grupo que consiste en
fenilo, piridilo y furanilo. En otra realizacién de la invencidn, Ry esta mono, di, tri,
tetra o penta sustituido apropiadamente con un grupo funcional seleccionado del
grupo que consiste en alquenilo, alquinile, fenilo, bencilo, halo, fluoro, cloro,
bromo, iodo, hidroxilo, ceto, oxo, aldo, carbonato, carboxilo, alcoxilo, éster,
carboxamido, amino, amonio, imino, imido, azido, azo, cianato, isociano,
isocianato, isotiocianato, nitroxilo, ciano, nitrosooxilo, nitro, nitroso, 4-piridilo, 3-
piridilo, 2-piridilo, tioéter, sulfonilo, sulfo, sulfinilo, mercapto, sulfanilo, sulfhidrilo,
sulfonamino, tiocianato, alquil amino, acido hidroxiamico, metilo, etilo, 1,3-
dioxilanilo, propilo, iso-propilo, butilo, ter-butilo, alquilo no sustituido o sustituido,
ramificado o no ramificado, (C1-C3) alquenilo, arilo no sustituido o sustituido,
ramificado o no ramificado, alquilarilo no sustituido o sustituido, ramificado o no
ramificado, hidrato de carbono no sustituido o sustituido, ramificado o no
ramificacdo, y cualquier combinacion de éstos. Las realizaciones de los grupos R,
Ry, Ry y Z pueden ser como se descrihié con anterioridad en ofras realizaciones.
En una realizacién especifica, el conjunto de elementos comprende ademas una
droga seleccionada del grupo que consiste en un antibiético, un antidiarreico y una
droga inhibidora de LT. En ofra realizacion general, el conjunto de elementos
comprends ademas un vehiculo aceptable para el uso farmacéutico.

[0019] En los pamafos precedentzs se han descripto en términos amplios las
caracteristicas y las ventajas técnicas de la presente invencién, con el fin de
comprendar mejor la descripcion detallada de la invencidn que se presentara mas
adelante. Mas adelante se describirdn otras caracteristicas y ventajas de la
invencion, que conforman =l sujsto de las reivindicaciones de la invencion.
Aquellos entrenados en la técnica han de apreciar que la concepcion y la
realizacion espedcifica descripta pueden emplearse facilmente como una base para
maodificar o disefar otras estructuras para poner en practica los mismos propositos
de la presents invencién. Aqusllos entrenados en la técnica también han de saber
que estas construcciones equivalentss no se apartan del espiritu y el alcance de la

invencion, como se los indica en las reivindicaciones adjuntas. Las nuevas
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caracteristicas, de las que se cree que son propias de la invencién, con relacion a
su organizacion y su método de operacién, junto con otros objetos y ventajas, han
de comprenderse mejor con referencia a la siguiente descripcion, cuando se la
considere en combinacidon con las figuras adjuntas. Sin embargo, ha de
comprenderse explicitamente que cada una de las figuras se proporciona
solamente para propésitos ilustrativos y descriptivos, y no constituye una definicion
de los limites de la presente invencion.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0020] Con el objeto de comprender mejor la presente invencion, a continuacion
se hara referencia a las siguientes descripciones, tomadas en combinacion con los
dibujos adjuntos.
[0021] En la FIG. 1 se ilustra un esquema del mecanismo de la accidon patogénica
de B. anthracis.
[0022] En la FIG. 2 se ilustra un esquema del mecanismo de accidn de la toxina
de céler de Vibrio cholerae.
[0023] En la FIG 3 se ilustra una comparacion de los sitios metalicos en dos
‘estructuras cristalinas de EF de antrax B. anthracis (Designaciones de la Base de
Datos de Praotzinas (PDB): 1K@0, 1XFV), en la estructura cristalina de B. Pertussis
(1Z0T) vy la estructura cristalina de AC (1CJV) de mamifero: en las FIVGS. Ay E
se ilustra el sitio activo de EF (de 1K%0) con 1 metal (Yb™). Los residuos Asp491,
Aspl93, His&77 de EF y =l a-fosfato del 3'-dATP quelan el i6n metalico. En las
FIGS. 3B y F se ilustra el sitio activo de EF (de 1XFV), quz presenta dos iones Mg
con una separacion de 4,32 A, Mg901 quela los residuos Asp491, Aspd93 y
His&77 de EF, mientras que Mg101 quela los oxigenos de los tres fosfatos de 3'-
dATP. En las FIGS. 3C y G se ilustra el sitio activo de B. Pertussis (de 1Z0T), que
presenta tres iones Mg. Mg9202 interactia con Asp188. Mg902 interactda con el -
fosfato de EMA. M9901 quela los residuos Aspl188 y Asp190, y el u-fosfato EMA.
En las FIGS. 3D y H se ilustra =l sitic activo de la adenilil ciclasa de mamifero (de
1CJV) con dos iones metalicos (Zn y Myg). El ién My quela los fosfatos a, fy y de
2'3-ddATP, Asp398 y Aspddd. El idon Zn qusla los a-fosfatos de 2'3-ddATP,
Asp39s y Asp440.
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[0024] En la FIG 4 se ilustran las =structuras de SdATP, 2’3'-ddATP, EMA y
PGEz-imidazol.
[0025] En la FIG. 5 se ilustra un egemplo de un farmacéforo basado en un
fragmento que puede usarse con &l programa UNITY en Sybyl para realizar una
busqueda 3-D entre los mas de 250000 compuestos n la base de datos NCI.
[0026] En la FIG. 6A se ilustran los compuestos mas importantes obtenidos en el
analisis de la base de datos NCI con UNITY (las cifras debajo de la estructura
representan el codigo NCl/la calificacion FlexX). En la FIG 6 B se ilustran ejemplos
de fragmentos basados en estos compuestos principales. Estos fragmentos se
usaron para realizar busquedas en la base de datos 2-D ZINC.
[0027] En la FIG. 7 se ilustra el esquema para analizar bibliotecas de compuestos
para seleccionar nuevos inhibidores de EF.
[0028] En la FIG. 8 se ilustra CTA1 (dominio superior) y ARG (dominio inferior)
para disefar inhibidores selectivos para la toxina del célera. Se ilustra NAD
anclado en CTA y GTP anclado en ARF, 2n los sitios activos.
[0029] En la FIG. 9 se ilustra NAD+ anclado en el sitio activo de CTA1.
[0030] En la FIG. 10 se ilustra el sitio activo de EF de antrax (PDB 1K90) y
fragmentos usados para realizar una busqueda UNITY en la base de datos NCL.
En la FIG. 10A se ilustra ¢l sitio activo de EF y las interacciones de enlaces
hidrégeno entre los residuos en el sitio activo y &l sustrato 2dATP. En la FIG. 10B
se ilustra la localizacion de los mejores fragmentos de unidn en &l sitio activo. F1:
anillo de fenilo; F2, F3, y F4: grupos carboxilo; F5: grupo amonio. FIG. 10C.
Superoposiciones de los fragmentos y el analogo de sustrato en la estructura
cristalina, 3'dATP. En la FIG. 10D se ilustra un ejemplo de la combinacién de
fragmentos que contiene dos grupos carboxilo (F2 y F3) y un anillo de fenilo (F1)
para un farmacéforo usade en una busqueda UNITY.
[0031] En la FIG 11 se ilustra un diagrama de flujo donde se ilustra el esquema
usado para seleccionar el conjunto  final de 19  compuestos entre
aproximadamente 10000 aciertos iniciales en la base de datos ZINC.
[0032] En la FIG 12 se ilustran los resultados AutoDock de inhibidores y sustratos

conocidos del factor de edema, incluyende tres formas de una descripcion previa
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de inhibidores hasados en nucledtidos (Soleiman), en combinacion con 19
compuestos seleccionados. Vale destacar que, de manera consistente con sus
calificaciones de anclaje mediocres, los compuestos Soleiman tienen una
capacidad relativaments pobre de inhibicién de EF.
[0033] En la FIG. 13 se ilustran cuatro compuestos con sus valores de |CS0
correspondisntes.
[0034] En la FIG. 14 se ilustra una comparacién de la capacidad de inhibir la
produccion AMPc inducida por la toxina del edema (EdTx) de tres compuestos
seleccionados con el PGEz-imidazol. Se incubaron células RAW 264.7 con
diversas concentraciones de PGE:—imiclazol o inhibidores, y luego se las traté con
PA 30 nM y EF 7 nM durante 4 horas. Se agregd IBMX (50 pM, inhibidor de la
fosfodiesterasa) a cada cavidad. Cada muestra se procesd por triplicado. Vale
destacar que los tres compuestos fueron mas activos que el PGE:-imidazol en
este =nsayo. Los compuestos son 1) FllI-1, 2) FlI-1 y 3) FIV-50 en la Tabla 1.
[0035] En la FIG. 15 se ilustra una comparacién de los niveles de AMPc obtenidos
en un ensayo de ELISA con células a las que se les administré factor de edema,
entre células tratadas con DC-5 y compuestos adicionales. En las figuras con dos
graficos se ilustran dos ensayos independientes a pH diferentes. El compuesto
adicional en la FIG. 15A es FIV-A1; en la FIG. 15B, es FIV-39; en la FIG. 15C, es
FIV-A7: en la FIG. 158D, es FIV-65; en la FIG. 15E, es FIV-70; en la FIG. 15F, es
FIV-85; =n la FIiG. 155G, es FIV-66; en la FIG. 15H, es FIV-64; en la FIG. 18, es
FIV-54; en la 154, &s FIV-35; en la 15K, es FIV-59; en la FIG. 15L, es FIV-55; en la
FIG. 15M, es FIV-58; en la FIG. 156N, es FIV-53; en la FIG. 150, es FIV-GO0.
[0036] En la FIG. 16 se ilustra una comparacion de los niveles de AMPc obtenidos
en un ensayo de ELISA con células a las fque se les administré factor de edema,
entre DC-5 y un compuesto adicional. EI pH de los compuestos fuz de
aproximadamente 7,5, y la curva se ajustdé en funcion del logaritmo normal
acumulativo para todos los compuestos. El compuesto adicional en la FIG. 16A es
FIV-45: en la FIi5. 18B, es FIV-71; en la FIG. 18C, es FIV-72; en la FIG. 16D, es

FIV-73; en la FIG. 18E, &s FIV-75; y en la FIG. 16F, es FIV-35.
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[0037] En la FIG. 17 se ilustran las estructuras de sjemplos de compuestos
disefiados modificando FIV-50 y Fll-1 para alterar la actividad.
[0038] En la FIG. 18 se ilustran gjemplos de compuestos disefados para que sean
mas solubles y menos tdxicos, y su mutagenicidad calculada con un método
computacional.
[0039] En la FIG. 19 se ilustran gjemplos de derivados FIV-80 con actividades <
20 pM.
[0040] En la FIG. 20 se demuestra ¢l anclaje del inhibidor PGE:-imidazol en 1K90
y 1XFV con tres programas de anclaje, mediant= la comparacién de la posicion
con mejor calificacion con la posicién experimental de 3’dATP. La FIG. 20A es
PGE:-imidazol anclado en 1K20 con AuteDock; la FIG. 20B es PGE:z-imidazol
anclado en 1K&) con LigandFit/CeriusZ; la FIG. 20C es PGE_-imidazol anclado én
1K90 con FlexX; la FIG. 20D &s PGE:-imidazol anclado en 1XFV con AutoDock; la
FIG. 20E &s P3Ez-imidazol anclado en 1XFV con LigandFit/Cerius2; la FIG. 20F
es PGE;z-imidazol anclado en 1XFV con FlexX.
[0041] En la FIG. 21 se comparan las calificaciones de anclaje de los estados
desprotonados y protonados de 25 compuestos analizados de las bases de datos
NCl y ZINC, y 4 analogos de ATP, donde los inhibidores de EF mas activos en la
hisqueda estan marcados con *. Las calificaciones de anclaje para otros sustratos
& inhibidores de EF se indican con los siguientes simbolos: #: &l inhibidor de CiaA
EMA. u ATP; y: 2'dATP; $: 222ddATP. En la FIG 21A se¢ ilustran los compuestos
anclados en 1K90 con AutoDock. En la FIG 21B se ilustran los compuestos
anclados en 1XFV con AutoDock. En la FIG 21C se ilustra los compuestos
anclados en 1CJV con AutoDock.
[0042] En la FIG. 22 se ilustra la conformacion AutoDock de menor anergia del
KMO11 en el sitio activo EF. Vale destacar que el grupo metoxilo esta cerca del ién
metalico, y que ambos anillos apunta a la cara interna del sitio activo. Este es el
Unico compuesto en la serie que hace esto. En la FIG. 22B 1B se ilustra la union
del otro lado de la hendidura, con una superposicion de la posicidon del analogo

ATP en aras de la claricad.
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[0043] En la FIG. 23 se ilustra una superoposicion de las posiciones de anclaje de
algunos gjemplos de compuestos. En este caso, todos los compuestos tienen un
carbonilo que apunta al i6n metalico, pero los anillos adicionales apuntan al frente
del sitio activo.
[0044] En la FIG. 24 se ilustra un ensayo de concentracion de AMPc extracelular
llevado a cabo con la toxina del cdlera y los compuestos PEG-2-imidazol y FI-3.
[0045] En la FIG. 25 se ilustra un ensayo de concentracion de AMPc extracelular
llevado a cabo con la toxina del célera y los compuestos PEG-2-imidazol y FI-1.
[0046] En la FI5. 268 se ilustra un ensayo de citotoxicidad de LDH para FI-3.
[0047] En la FIG. 27 26 se ilustra un ensayo de citotoxicidad de LDH para Fl-1.
[0048] En la FIG. 23 26 se ilustra un ensayo d«= citotoxicidad de LDH para FI-2.
[0049] En la FIG. 29 se ilustra un ensayo de concentracion de AMPc extracelular
llevado a cabo con la toxina del célera donde se comparan los compuestos PEG-
2-imidazol, Fll-1 y FIV-50Q.
[0050] En FIG. 30 se ilustra un ensayo de concentracidn de AMPc extracelular
llevado a caho con EF donde se comparan FllI-1, FIV-50 y FlI-1.
[0051] En la FIG. 31 se ilustra un ensayo de citotoxicidad de LDH para FIV-50.
[0052] En la FIG. 32 se ilustra un ensayo de citotoxicidad de LDH para Fili-1, FIV-
50,y FlI-1.
[0053] En la FIG. 33 se ilustra un esquema de los métodos usados en los
experimentos con el moedelo de ETEC en ratdn.
[0054] En la FIG. 34 se ilustra la CFU/el segmento para una dosis especifica de
FIV-5Q en el modelo de ETEC murino.
[0055] En la FIG. 35 se ilustra ¢l peso del intestino para dosis detarminadas de
FIV-50 en &l modele de ETEC murino.
[0056] En la FIG. 36 s ilustra la relacion entre el peso y la longitud para una dosis
determinada de FIV-50 en el modelo de ETEC murino.
[0057] En la FIG. 37 se compara ¢l tratamiento en el modelo de ETEC murino con
PGE-imidazol y FIV-50. En la FIG. 37A se¢ ilustra €l peso del intestino. En la FIG.

37B s ilustra la relacion entre el peso y la longitud.
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[0058] En la FIG. 38 se ilustra el conteo de bacterias en el modelo de ETEC
murino con distintas dosificaciones de FIV-30.
[0059] En la FI5. 39 se ilustra la histologia de los intestinos murinos en &l modelo
de ETEC y con un tratamiento con FIV-50 o PGEa-imidazol.
[0060] En la FIG. 40 se presenta una microscopia electronica del intestino de un
ratén CD-1 sometido a un tratamiento con PGE2-imidazol.
[0061] En la FIG. 41 se presenta una microscopia electronica 32000X del intestino
de un raton CD-1 sometido a un tratamiento con PGEz-imidazol.
[0062] En la FIG. 42 se presenta una microscopia electrénica 64000X del intestino
de un ratién CD-1 sometido a un tratamiento con PGE--imidazol.
[0063] En la FIG. 43 se presenta una microscopia electrdnica del intestino de un
raton CD-1 sometido a un tratamiento con PGEz-imidazol.
[0064] En la FIG. 44 se presenta una microscopia electrénica del intestino de un
ratdn CD-1 sometido a un tratamiento con FIV-50.
[0065] En la FIG. 45 s ilustra peso/longitud en funcién del transcurso del tiempo
para un ratén tratado con FIV-50.
[0066] En la FI5. 46 se ilustran conteos de bacterias en el intestino de los ratones
tratados
[0067] En la FIG. 47 se ilustra el promedio de peso/longitud en el intestino de
ratones tratados con una dosis inicial de FIV-50 oral versus i.p.
[0068] En la FIG. 48 se ilustra &l conteo de bacterias en el intestino de un raton
(ETEC: E. cali entzrotoxigénica; EPEC: E. coli enteropatogénica;, EAEC: E. coli
enteroagregativa).
[0069] En la FIG. 49 se ilustra la velocidad de crecimiento de las bacterias en LB
+/-FIV-50 (zepas adicionales).
[0070] En la FIG. 50 se ilustra el efecto de FIV-50 sobre la adhesion de las
bacterias a células HeLa (ETEC. E. coli enterotoxigénica; EPEC: E. coli
entzropatogénica; EAEC: E. coli enteroagregativa, S. typhimurium).
[0071] En la FIG. 51 se ilustra el efecto de FIV-50 sobre la adhesion de las
bacterias a células HeLa (ETEC: E. coli enterotoxigénica, EHEC: E. coli

enterohemorragica; EAEC: E. coli enteroagregativa, Vibrio cholerae).
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[0072] En la FIG. 52 se ilustra &l efecto de FIV-50 sobre la adhesién de las
hacterias a células HelLa (ETEC: E. coli enterotoxigénica; Vibrio cholerae; Shigella
flexneri).

[0073] En la FIG. 53 se ilustra el efecto de FIV-50 sobre la adhesion de las

bacterias a células Caco-2 (ETEC: E. coli enterotoxigénica, EPEC: E. coli

enteropatogénica; EAEC: E. coli enteroagregativa, Salmonella typhimurium).

[0074] En la FIG. 54 se ilustra el efecto de FIV-50 sobre la adhesion de las

bacterias a células Caco-2 (ETEC: E. coli enterotoxigénica; EHEC: E. coli

enterohemarragica; Vibrio cholerae, Shigella flaxneri).

[0075] En la FIG. 55 se ilustran conteos de bacterias en ratones infectados con
ETEC.

[0076] En la FIG. 56 se demuestra el efecto del PGE:z-imidazol sobre la pérdida de
fluido intestinal en ratones durante la infeccion experimental con CT.

[0077] En la FIG. 57 se ilustra el efecto de la pre-incubacién con PGEq-imidazol
sobre la pérdida de fluido intestinal en ratones durante la infeccion experimental
con CT.

[0078] En la FIG. 58 se demuestra el efecto de FI-3 sobre la pérdida de fluido
intestinal en ratones durante la infeccidn experimental con CT.

[0079] En la FIG. 59 se demuestra <l efecto de la pre-incubacion con FI-3 sobre la
pérdida de fluido intestinal en ratones durante la infeccién experimental con CT.
[0080] En la FIG. 30 se demuestra &l efecto de FI-2 sobre la pérdida de fluido
intestinal &n ratones durante la infeccion sxpsrimental con CT.

[0081] En la FIG. A1 se ilustra =l efecto de la pre-incubacién con FI-2 sobre la
pérdida de fluido intestinal en ratones durante la infeccion experimental con CT.
[0082] En la FIG. 62 se ilustra una visualizacidn de los intestinos de ratones antes

y después de un tratamientd> con FI-2. En la FIG. 62A se ilustra la situacion
correspondiente a la ausencia d= tratamiento (antes de la cirugia); en la FIG. 62B
se ilustra un ratén pre-tratado con FI-2 i.p. durante 4 horas; en la FIG. 62C se
ilustra un raton pre-tratado con FI-2 post-ligacion; en la FIG. 62D se ilustra el raton
control tratado con DMSO al 1% durante 4 horas; en la FIG. 62E se ilustra el ratén

control tratada con DMSO al 1% durante 7 horas; en la FIG. 32F se ilustra un ratdn
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tratado con FI-2 ip. durante 55 horas; en la FIG. 382G se ilustra un ratén pre-
tratado con FI-2 ip. durante 7 horas; en la FIG. 62H se ilustra una ligacion de
trompas en un ratén sometido a un tratamiento con CT; 3 horas después de la
cirugia; en la FI5. 821 se ilustra un raton pre-tratado con FI-2 i.p. durante 4 horas,
y luego una ligacion de trompas con CT/FI-2; 3 horas después de la cirugia.
[0083] En la FIG. A3 se demuestra el efecto de FI-1 sobre la pérdida de fluido
intestinal en ratones durante la infeccién experimental con CT.
[0084] En la FIG. 64 se ilustra =l efecto de FIV-50 sobre la pérdida de fluido
intestinal en ratones durante la infeccidn experimental con CT.
[0085] En la FIG. 65 se demuestra el efecto de la pre-incubacién con FIV-50 sobre
la pé&rdida d= fluido intestinal en ratones durante la infeccidn experimental con CT.
[0086] En la FIG. A6 se ilustra el efecto de la pre-incubacién con Fll-1 sobre la
pérdida de fluido intestinal en ratones durante la infeccion experimental con CT.
[0087] En la FIG. 67 se ilustra un esquema con un aducto covalente formado
como intermediario.
[0088] La FIG. A& a3 un esquema donde se ilustra el uso de la reaccion de Suzuki
para sintetizar compuestos.
[0089] En la FIG. 89 se ilustra una cantidad de compuestos simples que presentan
actividad de inhibicién de adenilil ciclasa.
[0090] En la FIG. 70 se ilustran aductos de histidina &€ imidazol de prostaglandina-
Es.
[0091] En la FIG. 71 &s un =squema donde se ilustra una reaccion de un solo
paso para preparar vinil bromo &nonas.
[0092] En la FIG. 72 se ilustra un método de sintesis para preparar el compuesto
FIV-49.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Ejemplos de definiciones

[0093] Para cumplir con la convencion legal establecida desde hace tiempo para
las publicaciones de patentes, los tirminos “un” y “uno”, cuando se usan en esta
memaoria descriptiva, incluyendo las reivindicaciones, en combinacién con el

términe “‘que comprends”, denotan “‘uno o mas.” Algunas realizaciones de la
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invencién pueden consistir o consistir esencialmente en uno o mas elementos,
pasos de métodos, y/o métodos de la invencion. Se contempla la posibilidad de
implementar cualjquier método o© composicién descripta en la presente
dosumentacién con relacion a cualqguier otro método o composicién descripta en la
presents documentacion.
[0094] La frase "cantidad =ficaz para =l uso terapéutico”, como se la usa en la
presente documentacidn, hace referencia a la cantidad de un compuesto, un
material o una composicién fque comprende un compuesto de la presente
invencion que es efectiva para producir un efecto terapéutico deseado, por
gjemplo, el tratamiento (es decir, la prevencién ylo la mejora) de la pérdida de
fluido intestinal o una condicion asociada con el AMPc, con una relacion
beneficio/riesgo razonable aplicable a cualquier tratamiento médico. En una
realizacion, la cantidad eficaz para el uso terapéutico es suficiente para reducir o
eliminar al menos un sintoma. Aquél =ntrenado en la téchica ha de reconocer que
una cantidad puede considerarse eficaz para ¢l uso terapéutico atin si la condicion
no es erradicada por completo, sino que es mejorada en forma parcial. Por
gjemplo, la dispersion de la condicion pueds ser detenida o reducida, un efecto
colateral de la condicion puede ser reducido parcialmente o eliminado
completaments, y semejantss.
[0095] La frase "aceptable para el uso farmacéutico” se emplea en la presente
documentacién  para hacer referencia a aquellos compuestos, materiales,
composiciones y/o formas de dosificacion, que dentro del juicio médico
reconocido, son apropiados para usar =n contacto con los tejidos de los seres
humanos y los animales, sin una toxicidad, una irritaciéon o una respuesta alérgica
excesiva, u otro problema o© complicacién, de acuerdo con una relacién
beneficio/rizsgo razonable.
[0096] Comao se la usa =n la presents documentacion, la “afinidad de unién” hace
referencia a la fuerza de una interaccion entre dos entidades, tal como una
interaccion sntre proteinas. La afinidad de unién se conoce algunas veces como
K., 0 constante de asociacion, que describe la probabilidad de que dos entidades

separadas se unan. En general, la constants de asociacion se determina con una
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variedad de métodos donde se mezclan dos entidades separadas, se separa la
porcidn no unida de la porcion unida, y se miden las concentraciones de las
porciones no unidas y unidas. Aquellos entrenados en la técnica han de saber que
hay una variedad de métodos disponibles para medir las constantes de
asociacion. Por gjemplo, las porciones no unidas y unidas pueden separarse unas
de otras, por ejemplo, por adsorcién, precipitacion, filtracién en gel, dialisis o
centrifugacién. La medicion de las concentraciones de las porciones no unidas y
unidas puede realizarse, por gjemplo, midiendo la radiactividad o la fluorescencia.
Como alternativa, la afinidad de unién pusde medirse con simulaciones dinamicas
de anclaje o meleculares.
[0097] Como s& o usa en la presente documentacion, un “sujeto” es un individuo
apropiado para el método de la presente invenciéon. Un sujeto puede ser un
mamifero, y en realizacionss especificas, s cualquier miembro de la clase de
vertebrados superiores Mammalia, que incluye los seres humanos y se caracteriza
por el nacimiento de crias vivas, el pelo corporal y la presencia de glandulas
mamarias en las hemhras, glandulas que secretan leche para alimentar a la cria.
Adicionalmente, los mamiferos se caracterizan por su capacidad de mantener una
temperatura corporal constants, a pesar de las condiciones climaticas cambiantes.
Los gjemplos de mamiferos son los ssres humanos, los gatos, los perros, las
vacas, los ratones, las ratas y los chimpancés. Los sujstos también pueden
conocerse come “pacientes” o “individuos”.
[0098] El término "tratamiento” hace referencia a cualquier proceso, accion,
aplicacién, terapia, o semejantes, donde a un sujeto, incluyendo un ser humano,
se le ofrece una ayuda médica para mejorar su condicién, o uno o mas sintomas
asociados con una condicién, directa o indirectamente.
[0099] EI término “cancer”, como s& lo usa en la presente documentacion, se
define como un nuevo desarrollo de tejido que comprende una multiplicacion
descontrolada y progresiva. En una realizacion de la invencion, el cancer resulta
en una pérdida de fluido intestinal incrementada. En otra realizacion de la

invencian, el cancer provoca niveles incrementados de AMPC.
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[0100] Como se lo usa en la presente documentacion, el término “reduce” hace
referencia a una disminucién en la pérdida de fluido intestinal, una respuesta
inflamatoria, =tcétera, en comparacién con la situacion donde no se aplica el
tratamiento con el compuesto de la presente invencion. Por ende, aquelios
entrenados en la técnica han de poder determinar ¢l alcance de la reduccidn de
cualquiera d= los sintomas y/o las condiciones asociadas con la pérdida de fluido
intestinal o una condicidn relaéionada con =l AMPc donde el sujeto ha recibido el
tratamiento de la presente invencién, =n comparacion con la misma condicion,
pero sin tratamiento, y/u otro tipo de situacién que pudiera ser el resultado de la
ausencia de intervencion.
[0101] El t&rmino “pravenir’, como se lo usa en la presente documentacién, denota
minimizar, reducir o suprimir el riesgo de desarrollo de un estado de enfermedad o
parametros relacionados con el estado de la enfermedad, su progreso u otras
condiciones anocrmales o perjudiciales.
[0102] Como se lo usa en la presente documentacion, el término “inhibir” hace
referencia a la capacidad d=l compuesto de bloquear, bloguear parcialmente,
interferir, disminuir, reducir o desactivar una proteina, por ejemplo, un factor de
edema. Por lo tanto, aquellos entrenados en la técnica han de comprender que el
término inhibicion abarca una pérdida completa y/o parcial de la actividad de una
proteina. La actividad de una proteina puede ser inhibida por la unién de un
compuesto al sitio activo, o por otros medios, tal como mediante la desactivacion
de una segunda proteina que activa la primera proteina inhibida. Por ejemplo, una
pérdida completa y/o parcial de actividad del factor de edema puede estar indicada
por una disminucidn en los nivelzs de AMPC, una disminucidn en el crecimiento
hacteriano, o por ejemplo, la adhesion, la inhibicién de la deteccion de quérum, la
disminucion de la diarrea o =2l flujo de fluido hacia el intestino, la disminucién de la
menor pérdida de peso, la temperatura después de la infeccién y/o la mortalidad.

Ejemplos de métodos para disehar compuestos

[0103] Un objetivo del disefio racional de drogas es producir analogos
estructurales de compuestos con actividad biolégica u otros efectores de los que

se esperaria ques $= unieran a un sitio o una superficie biolégica dada, por
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gjemplo. Con la creacién de estos analogos, s posible concebir drogas que sean
mas activas o estables que las moléculas naturales, que tengan una
susceptibilidad diferente a la altzracidn o puedan afectar la funcién de otras
moléculas diversas. En un abordaje, seria posible generar una estructura

tridimensional para la proteina, o un fragmento de ésta. Esto se lograria por

cristalografia de rayos X, modelado por computadora o una combinacion de
ambos abordajes. En un abordaje, pueden identificarse compuestos de
importancia de forma similar. Un abordaje alternativo comprende ¢l reemplazo al
azar de grupos funcionales en la proteina, y la determinacion del efecto resultante
sobre la funcidn.
[0104] Por consiguiente, es posible disefar drogas que tienen una actividad
hiolégica potenciada y mejorada, por ejemplo, un efecto antidiarreico, en
comparacién con una estructura inicial de la invencion. Ademas, el conocimiento
de las caracteristicas quimicas de estos compuestos permite realizar predicciones
de las relaciones de estructura-funcién con el uso de computadoras.

Condiciones asociadas con el incremento del AMPc
[0105] Las r=alizaciones generales de la invencion son el tratamiento y/o la
pravencion de condiciones asociadas con el incremento del AMPc. Aquellos
entrenados en la técnica han de conocer las condiciones que estan asociadas con
el incremento del AMPc; sin embargo, mas adelante se detallaran ejemplos de
condiciones. En algunas realizaciones de la invencién, la condicion relacionada
con el AMPc esta asociada con la infeccién de un patogeno. En realizaciones
espeacificas, el patdégeno es B. anthracis, \'. choleras, E. coli, Pertussis, Y. pestis, o
cualquier combinacidn de éstos. En otras realizaciones de la invencion, los niveles
incrementados de AMPs estan asociados con un cancer o un tumor. En otras
realizaciones especificas de la invencion, los niveles incrementados de AMPc
estan asociados con determinadas drogas.
A. Adenilil ciclasa y AMPc
[0106] La adenilil ciclasa convierte ATP en AMPc, un segundo mensajero
intracelular crucial para una variedad de funciones celulares cuya concentracion

se altera en respuesta a una variedad de estimulos ambientales. La regulacion de
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la adenilil ciclasa de los mamiferos esta mediada por las proteinas G, que sirven
para unir muchos receptores superficiales a proteinas efectoras en la membrana
plasmatica. Se han desarmollado ensayos =nzimaticos especificos para diversas
toxinas que afectan directamente la actividad de la adenilil ciclasa, tales como la
toxina pertussis y el EF de antrax, y aquellas que la afectan indirectamente, tales
como la toxina del colera. La toxina del cédlera también tiene efectos estimulatorios
en la adenilil ciclasa de las células intestinales (Peterson et al., 1983; Peterson &t
al., 19228A; Peterson af al., 1938B; Paterson ef al., 198%; Rabbani &t al.).

[0107] Recientemente, se ha desarmollado nuevos ensayos enzimaticos in vitro,
libres de células y basados en células, para determinar la actividad de adenilil
ciclasa del EF, y se los ha usado para detectar inhibidores (por ejemplo, FIV-30,
PGE2-L-histidina y PGE2-imidazol) que previenen los incrementos en el AMPc
intracelular y el fluido de edema en el mediastino, la cavidad toracica y otros
tejidos. En el intestino y los pulmones, los niveles elevados de AMPc en las
células epiteliales estimulan la secrecion de CI'. El transporte neto de electrolitos
hacia el exterior de las células resulta en un gradiente osmético transepitelial que
provoca el flujo de agua desde las células hacia las areas intersticiales. Aunque
esta claro que los canales de cloruro pusden estar regulados por protein quinasas
dependientes de AMPc, =n estudios previos no se han identificado drogas que
regulen negativaments la adenilil ciclasa, ni s= ha concebido este potencial como
una estrategia para controlar enfermedades tales como €l antrax. Aunque estas
isoformas de la adenilil ciclasa de los mamiferos estan reguladas uniformemente
por las proteinas G, el patrén de expresion y otras propiedades de regulacion de
las nueve isoformas principales de la AC varian ampliamente, o que resulta en
patrones distintivos con especificidad celular y tisular de la respuesta de AC. Las
adenilil ciclasas bacterianas secretadas (por ejemplo, EF de B. anthracis EF y AC
de B. pertussis) no estan reguladas por proteinas G ni estan unidas a membranas.

Los genes de algunas isoformas de AC de mamiferos, incluyendo AC4, AC7 y

>

C9, se exprasan en una amplia variedad de tejidos; sin embargo, otras isoformas
de AC ti=nen una distribucidn mas restringida en los tejidos (Simonds, 1999; Patel

et al., 2001; Hanoune y Defer, 2001; Sunahara et al., 1993). Por gjemplo, AC1 y
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AC8& solamente se hallan en tejido neural, mientras ACS se expresa
predominantemente en corazdn y cerebro (Simonds, 1999).

B.  Antrax

[0108] El agent= etioldgico del antrax es B. anthracis, una bactzria bacilar Gram
positiva de gran tamaio que forma esporas bajo condiciones ambientales
desfavorables (por ejemplo, €l agotamiento de los nutrientes). Las infecciones de
B. anthracis se manifiestan como antrax cutaneo, intestinal o por inhalacién. La
mayoria de las infecciones naturales son de tipo cutdneo, dehido al contacto con
restos organicos o productos contaminados con B. anthracis-. La forma mas
severa y el tipo mas probable de infeccidon que puede resultar del contacto con
esporas aerosolizadas de B. anthracis es el antrax por inhalacién, que comienza
abruptamente como un sindrome similar a la influenza, a lo que sigue una fiebre
elevada y un dolor en el pecho, que progresa rapidaments hasta una enfermedad
hemorragica sistéemica con &0-100% d= mortalidad, a menos que se la trate
rapidamente con antibiéticos (Brachman, 1972). El abordaje tradicional para
controlar el antrax ha sido prevenir la infeccidn por vacunacion, cuando sea
posible, © prevenir la extension del crecimiento bacteriano mediante la
administracion de antibidticos después de la infeccion. Friedlander et al
(Friedlander et al., 1993) informaron que varios regimenes de antibidticos (por
gjemplo, penicilina, ciprofloxacina y doxicicling), administrados a monos partir del
dia posterior a la exposicion a una dosis letal de B. anthracis, proporcionaron una
protzccién completa durante los 30 dias del tratamiento. Cada antibidtico
proporciond una proteccion a largo plazo significativa una vez terminada la
administracion de las drogas (70-90%), mientras que los animales tratados con
antibidticos que fueron vacunados de forma concomitante recibieron una
proteccion de 100%. Sin embargo, el tratamiento con antibiéticos no es
suficientements efectivo para tratar las formas de inhalacién de la enfermedad
después del inicio de los sintomas. La tasa de mortalidad preocupantemente alta
para las victimas humanas recientes, adn con la aplicacién de un tratamiento en
un hospital, ilustrd la necesidad des una mejor terapia posterior a la infeccion.

Ademas de proporcionar una cura posible para los pacientes con antrax por
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inhalacién avanzado, las drogas inhibidoras que bloquean la accion de EF y LF
puaden resultar valiosas para reducir la virulencia de las células de B. anthracis
que germinan a partir de eésporas en los pulmones una vez completo el tratamiento
con antibioticos

[0109] La virulencia de B. anthracis depende de los plasmidos pXO1 y pXO2, que
codifican los genes (Leppla, 2000) de dos tipos de productos extracelulares, la
toxina del antrax y una capsula anti-fagocitica de acido poli-gamma-D-glutamico
(Brossier =t al., 2000). Los componentss de la toxina del &ntrax, codificados por
genes no contiguos en el plasmido pXO01, son el factor de edema (EF, 89 kDa), el
factor letal (LF, 90 kDa) y el antigeno protector (PA, 83 kDa). Los anticuerpos
contra &l antigeno protector (PA), que se une a los componentes de la toxina en
los receptores celulares y facilita el ingreso de la toxina, protegen a los animales
de la infeccién, 1o que indica que &l antrax esta clasificado correctamente como
una enfermedad mediada por toxinas; sin embargo, la bacteremia y la sepsis son
facetas muy importantes de estas infecciones (Leppla, 2000). Recientemente, se
informé que el anticuerpo monoclonal anti-PA reducia la diseminacion de B.
anthracis desde los pulmones hacia la sangre y otros drganos (Peterson &t al.,

2007). El LF es una metaloprotzasa de Zn++ que puede destruir la actividad
catalitica de varias protein quinasas mediadas por mitdgenos, incluyendo
MAPKK1, MAPKKZ2, MAPKKSb, MAPKK4, MAPKKSb y MAPKKTh (Leppla, 2000;
Vitale et al., 2000; Pellizzari ot al., 1999; Vitale et al., 1998; Pellizzari et al., 2000),
y s& sabe que dos inhibidores d= proteasas (por gjemplo, hestatina, captopril)
protegen a los macréfagos de la toxina letal (LeTx) in vifro (Inglesby, 1999). Es
importants destacar que Merck ha desarrcllado un inhibidor potente, /i, que pusde
tenar un beneficio terapéutico en el antrax por inhalacion (Cummings et al., 2002;
Shoop et al., 2005; Xiong et al., 2003). El componente de PA une los componentes
EF o LF a las membranas celulares y transloca los complejos hacia el interior de
las células eucariotas. Por ende, el componente de PA representa €l dominio de
union para EF y LF. En el antrax por inhalacion, las esporas son inhaladas
profundamente hacia el interior de los pulmones, donde germinan y dan lugar a

células vegetativas de division rapida. La capsula antifagocitica protege a los
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bacilos de antrax de la fagocitosis por macréfagos y neutrdfilos
polimorfonucleares. El mecanismo patogénico de EF y LF se ilustra en la FIG. 1.
EdTx y LeTx son factores de virulzncia cruciales en las infecciones de B. anthracis
(Brossier et al:, 2000; de Vos, 1994; Leppla, 2000). Erwin et al. (Erwin et al., 2001)
observaron que LeTx suprima la produccién de citoquinas proinflamatorias (por
gjemplo, TNFa) por los macréfagos estimulados por LPS. Se cree que este efecto
toxico sabre la funcidn de los macréfagos en la fagocitosis y la eliminacion de B.
anthracis en los pulmones y &l mediastino durante el antrax por inhalacion es muy
importante en la patogénesis de esta =nfermedad. El EF es una adenilil ciclasa
dependisnte de calmodulina (Leppla, 2000) que convierte trifosfato de adenosina
(ATP) en 3", 5-monofosfato de adenosina (AMP:). A pesar de los nombres de
toxina letal y toxina de edema, estas toxinas proteicas provocan la muerte en
ratones (Milns &f al., 1995).

[0110] Como se& menciond con anterioridad, la toxina del antrax producida por
Bacillus anthracis, &l agente causal del antrax, consiste en tres proteinas: el factor
letal (LF), el antigeno protector (PA) y =l factor de edema (EF). El trabajo conjunto
de estas proteinas es el responsable de la virulencia asociada con las infecciones
de antrax por inhalacion que, de no ser tratadas rapidamente, cominmente son
fatales (Brachman, 1972). Individualmente, las tres proteinas no son toxicas, pero
la combinacion de las formas PA y LF forma la toxina l2tal (LT), que provoca la
muerte cuando se inyecta en animales experimantales (Brossier of al., 2000). La
combinacién de PA y EF forma la toxina de edema (ET), que produce edema
tisular en el sitio de la infeccion. Las toxinas de edema y letal tienen una accién
sinérgica contra la inmunidad innata dsl huésped. Se ha demostrado que la
supresion del gen de EF o LF resulta =n una reduccién de la virulencia de las
bacterias de antrax (Brossier &t al,, 2000). Como EF es una adenilil ciclasa, se
cres que la funcion de la toxina de edema en la patogénesis es la alteracién de la
funcion de los fagocitos. Por esta razdn, las pequeias moléculas inhibidoras de
EF pueden cumplir una funcidn en 2l tratamiento de las infecciones de antrax por
inhalacién, asi como otras enfermedades que comprenden edema debido a una

produccién incrementada de AMP ciclico.
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[0111] El factor de edema (EF), una toxina de adenilil ciclasa extracelular
dependients de Ca®*fcalmodulina (Drum et al., 2002; Shen et al., 2005) que es
producida por Bacillus anthracis, cataliza la producciéon intracelular de AMPc a
partir de ATP (d& Rooij et al., 1995; Lacy of al, 2002; Leppla et al, 1982). La
hinchazan del tejide causada por =l incremento en la produccion de AMPc
contribuye a la letalidad de las infecciones de antrax. Los niveles elevados de
AMP: perturban’ la homeostasis acuosa des la célula, lo que resulta en
anormalidades en las vias de sefalizacién intracelular y la estimulacion de los
canales de cloruro (Ajuja et al; 2004; Ascenzi et al., 2002; Peterson et al., 2001). Si
hien el edema es dificil de observar directamente en las células (Wu et al., 2003),
la generacion de AMPG a partir de ATP puede evaluarse con facilidad cuando se
introduce antigeno protectar (PA), otro componente de la toxina del antrax en la
célula (Guidi-Rontani et al., 2000), para transportar el EF hacia las células (Zmuda
et al., 2005). La inhibicion de la actividad intracelular de EF es una manera para
tratar el antrax en la etapa tardia y reducir la letalidad de las infecciones. Los
inhibidores de EF podrian usarse para tratar la infeccion en la etapa tardia de
otras bacterias, tales como Bardatella pertussis (que provoca tos ferina) y Yersinia
pestis (peste), que producen toxinas con areas similares (Hewlett ef al, 1979;
Hewlett &t al., 1976; Munier et al., 1992).

[0112] Recientements, con la obtencidn de estructuras cristalinas de EF en
complejos con analogos de sustratos y pequefias moléculas inhibidoras, ha sido
posible identificar los residucs de los sitios activos (Drum et al., 2002; Shen et al.,
2005; Shen et al., 2004; Shen &t al., 2002; Shen ef al., 2004). Sin embargo, hay un
grado de variacién en la orientacion absoluta de los residuos y el modo de unién a
los iones metalicos. Si kien hay una concordancia general en €l hecho de que hay
un metal unido a la proteina EF (Drum et al., 2002), se ha visualizado un segundo
i6bn metalico, posiblements catalitico, unido a los fosfatos del ATP sustrato (Shen
et al., 2005). En contraste, la adenilil ciclasa de mamiferos tiene el sitio de unién a
2 iones metalicas tipico, con ambos metales unidos por grupos anidnicos en la
proteina y =l sustrato (Tesmer ef al., 1999). Todas estas estructuras se obtuvieron

con iones metalicos mas grandes. Otra estructura reciente de una toxina de
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adenilil ciclasa bacteriana producida por. pertussis (PT) (archivo PDB 1Z0T)
presenta 3 iones My en el sitio activo, dos de los cuales tienen ligandos para
proteinas y nucledtidos, y uno cerca del esqueleto de fosfato. El o los iones
metalicos fijan la posicidon del ATP, de modo que el grupo hidroxilo 3" en la rihosa
del ATP puede desprotonarse durante la produccion de AMPc. Varios residuos de
Lys v Arg en &l sitio activo también estan cerca de los oxigenos del fosfato del
ATP. El sitio activo de la enzima d= mamiferos es diferente, lo que favorece la
busqueda de inhibidores que pueden unirse especificamente a las enzimas
bacterianas. Por sjemplo, los inhibidores del sitio P de la adenilil ciclasa de
mamiferos (AC) o los nucledtidos de adenina con grupos 3'-O fosfato o polifosfato
(Tesmer et al., 1999; Dessauer y Gilman, 14997; Gille ef al., 2004; Johnson &f al.,
1697 Onda et al, 2001) no tienen efectos sobre la actividad catalitica de EF
(Johnson et al., 1990). Se han identificado inhibidores de EF mas selectivos con
un abordaje computacional y experimental comhinado, pero no se descubrié que
fueran toxicos (Soelaiman et al., 2003).
C. Colera
[0113] El célera, una enfermedad potencialmente letal, es causado por la bacteria
Vibrio cholera. El sintoma caracteristico del célera es la produccion de diarrea
acuosa con diversos grados de deshidratacién, que varian entre una
deshidratacién nula y una deshidratacién severa y peligrosa. El inicio de la
enfermedad es abrupto y se caracteriza por la produccién de diarrea acuosa sin
tension, estrefiimiento o deolor abdominal prominente, rapidamente seguido o
algunas veces precedido por vomitos. A medida que la diarrea continta, se
manifiestan otros  sintomas de deshidratacién severa, tales como dolores
gensralizados y oliguria. El examen fisico demostrara un paciente alerta la mayor
parte del tiempo, a pesar del hecho de que es imposible palpar el pulso o medir la
presidon sanguinea.
[0114] La subunidad “A” de la toxina del colera (CTA1) es una ADP-
ribosiltransferasa que activa la adenilil ciclasa, que a su vez, gleva los niveles de
AMP:, que altera la homeostasis acuosa y resulta en diarrea acuosa. La toxina del

colera es una enterotoxina ABS que se une a los gangliésidos GM1. Ademas, la
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toxina del colera incrementa los niveles de AMPc y es la causa primaria de la
liberacidon masiva de fluidos y electrolitos asociada con el célera. En la FIG. 2 se
ilustra un mecanismo para €l colera que provoca diarrea acuosa.
D. Pertussis
[0115] La pertussi._', conocida como tos ferina, es causada por la bacteria
Bordetalla perfussis. La pertussis se manifiesta como un periodo de incubacion
que varia entre menos d= 1 semana y a lo sumo 3 semanas, con sintomas tales
como inyeccion conjuntiva leve, malestar y fiebre baja; después de lo cual se
desarrolla una tos no productiva. Una etapa posterior se caracteriza por sintomas
hematoldgicos, principalments leucocitosis con predominancia de linfocitos. El
conteo total de linfocitos, que aljunas veces puede exceder 50000 células/imm®,
consiste en una linfocitosis relativa con células T y B, y un incremento menos
marcado en los neutréfilos. Los métodos usados en los diagnésticos de laboratorio
incluyen el cultivo de hisopados de nascofaringe en medio Bordet-Gengou, la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la inmunofluorescencia (DFA), y
métodos seroldgicos.
[0116] B. pertussis produce una cantidad de sustancias con actividad biolégica
que participan en la enfermedad. Estas incluyen la toxina de pertussis y la toxina
de la adenilil ciclasa (ACT). ACT contiene un domino enzimatico de adenilil ciclasa
que puede ingrasar en las cilulas de mamiferos, donde es activado por la
calmodulina endégena para catalizar la produccion de AMPc a partir de trifosfato
de adenosina. La acumulacdn resultant= de AMPc hasta niveles suprafisiolégicos
resulta en la alteracion de las funciones de los leucocitos. La toxina &s un miembro
de la familia RTX de toxinas bacterianas (incluyendo hemolisina de Escherichia
coli y leucotoxina de Pasteurslla hasmolytica), y ella misma &s hemolitica y es
responsable de la zona de hemalisis asociada con B. perfussis virulenta en placas
de sangre en agar. Las cepas de B. perfussis que presentan una produccion
defectuosa dz ACT son avirulentas sn ratones amamantados, y los anticuerpos
contra la toxina mejoran la fagocitosis de la bacteria por los fagocitos. Es posible
hallar mas informacién en Principles and Practice of Infectious Disease, 2000,

incorporado en la presente documentacién a modo de referencia en su totalidad.
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E. Otros
[0117] La presente invencion también =s Util en la prevencion, la inhibicidén o el
tratamiento de infecciones bacterianas, incluyendo, sin limitaciones, los 83 o mas

serotipos diferentes de neumocorcos, estreptococos, tales como 5. pyogenes, S.

agalactiac, 8. equi, S. canis, 8. bovis, S. equinus, S. anginosus, S. sanguis, S.

&

o o

salivarius, 5. mitis, 5. mutans, otros estreptococos viridans, peptostreptococos,
ofras especies relacionadas de estreptococos, enterococos tales como
Enterococcus  faecalis, Enterococcus faecium, estafilococos, tales como
Staphylocoscus  epidermidis,  Staphylococcus  aureus, particularmente en la
nasofaringe, Hemophilus influznzae, especies de Pseaucdomonas, tales como
Pseudomonas  aeruginosa, FPseudomonas pseudomallei, Pseudomonas mallei,
brucelas, tales como Brucella melitensis, Brucella suis, Brucella abortus,
Bordetella pertussis, Neisseria meningitichis, Neisseria gonorrhoeae, Moraxella
catarrhalis, Corynshacterium difteriaz, Cornynebacterium ulcerans,
Corynehacterium — pseudotuberculosis,  Corynebacterium — pseudodifteriticum,
Corynehacterium  urealyticum, Corynebacterium  hemolyticum,  Corynebacterium
equi, etcétera, Listeria monocytogenes, Nocordia  asteroides, especies de
Bacteroides, especies de Actinomycetes, Treponema pallidum, especies de
Leptospiresa y organismos relacionados. La invencién también puede ser Otil
contra bacterias Gram negativas, tales como Klebsiella pneumoniae, Escherichia
coli, Froteus, Serratia species, Acinetobactaer, Yersinia pestis, Francisella
tularensis, Enterobacter species, especies de Bacteniodes 'y Legionella, 'y
semejantes. Ademas, la invencidon puede ser Gtil para controlar las infecciones de
protozoos u ofros organismos macroscopicos, tales como Crypfospariclium,
Isaspora helli; Toxaplasma gondii, Trichomonas vaginalis, especies de Ciclospora,
por gjemplo, y para Chlamydia trachomalis y otras infecciones de Chlamydia, tales
como Chlamydia psittaci, o Chlamydia pneumonias, por ejemplo. Otra realizacidn
de la invencion es el tratamiento de enfermedades originadas en el agua, tales
como Salmonella typhimurium, S. typhi, E. coli patogénica, Campylobacter jejuni,
Proteus sp. Yersinia enterocolitica, Vibrio parahacmolyticus, Vibrio cholerae. Por

supuesto, ha de comprenderse que la invenciéon puede usarse en cualquier
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patégeno que puzda afectar los niveles de AMPe en un sujeto. Hay muchas mas
cepas de bacterias y virus que las que han sido descriptas, y aquellos entrenados
en la técnica podran anticipar compuestos de la invencion que puedan inhibir
algin porcentaje de estos organismos desconocidos.

[0118] Una realizacion especifica de la invencién se relaciona con el tratamlcnto
de infeccionas de otros patégenos que provisnen del agua y estan asociados con
la diarrea. Los ejemplos de patdgenos incluyen Acinetobacter calcoaceticus,
Acromonas hidrophila, A. solwia, A. caviae, Campylobacter jejuni Enteritis, C. coli,
Chromobacterium violaceum, Citrobacter spp., Clostridium perfringens, type C,
Enterohacter spp., E. coli de diversos serotipos, Flavobacterium meninogsepticum,
Francisella tularensis, Fusobhactsrium necrophorum, Klebsiclla spp., Leptospira
icterohaemorrahagia y otras Leptospira spp., Legionella pneumophila y otras
Legionella spp., Morganella morganii, Mycobacterium tuberculosis, M. marinum y
otras Mycabacterium spp., Flesiomonas shigelloides, Pseudomonas pseudomalle,
Pseudomanas spp., Salmonella enteriticlis, S. montevideo B, 8. typhimurium 'y
otros serotipos de Salmonella, S. paratyphi Ay B, S. typhi, Serratia marcesens,
Shigella spp., Staphylocaccus aursus, Vibrio cholerae, V. alginolyticus, V. fluvialis,
V. mimicus, \'. parahaemaolyticus, V. vulnificus 'y otras \Vibrio spp., Yersinia
enterocolitica, (véase, por ejemplo, T. C. Hazen y G. A. Toranzos "Tropical Source
Water" p. 33, en G. A. McFeters Drinking Water Microbiology [Springer Verlag,
Nueva York 1990]).

[0119] En algunas realizaciones de la invencién, la composicidon se usa &n un
sujeto infectado por E. cali, S. typimurium, A. hidrophila 'y V. parahemolyticus, K.
pneumoniae, Y. enterocolitica y V. cholera. Otras enfermedades con usos clinicos
para estos tipos de drogas incluy=n rotavirus, diarrea relacionada con SIDA 'y
sindrome de intestino irritable. Otras realizaciones de la invencién incluyen el
tratamiento de pacientes sobremedicados con drogas tales como teofilina, un
inhibidor de la adenilil ciclasa. Qtra realizacion es el tratamiento de la diarrea en

pacientes con cancer.
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Pérdida de fluido intestinal

[0120] Un sintoma de la pérdida d= fluido intestinal es la diarrea, que hace
referencia la evacuacion intestinal frecuente, blanda o liquida, que resulta en una
pérdida significativa de agua y sales. La pérdida de fluido intestinal también puede
gstar acompanada por calambres abdominales, fiebre, sangre en las heces,
hinchazén, y pérdida de cantidades significativas de agua y sales. La diarrea
aguda y severa s una causa comuin de muerte en los paises en desarrollo, y es
una causa importante de muerte infantil =n todo el mundo.

[0121] En una realizacién, las bactzrias entéricas provocan sintomas de pérdida
de fluido intestinal, tales como diarrea. Los patégenos entéricos bacterianos
provocan varios e&fectos perjudiciales sobre la mucosa intestinal, incluyendo
lesionas de inflamacién y potenciacion del transporte de agua y electrolitos desde
el epitelio intestinal. La hase del transporte incrementado de agua y electrolitos
desde el intesting &s la hiperstimulacién del transporte de iones, que es regulado
por nucledtidos ciclicos, incluyendo el AMPc. Muchas bacterias  secretan
enterotoxinas proteicas que estimulan la adenilil ciclasa de la mucosa, la cual
regula positivamente los niveles de AMPc en las células epiteliales. El AMPc se
une a la protzin quinasa A celular, que a su vez, fosforila las proteinas de los
canales de cloruro que recubren las células epiteliales. Los canales de cloruro
hipersecretan CI” hacia &l lumen intestinal, a lo que sigue Na*, K"y HCOz". En una
realizacion especifica de la invencidn, la pérdida de fluido intestinal es causada
por los métodos detallados con anterioridad.

[0122] Es posibl= usar varios =nsayos in vivo en una variedad de animales de
laboratorio para documentar el efecto del AMPC sobre el transporte de fluido
intestinal, y &n una realizacién, dicho efecto se mide ligando pequenas porciones
de intestino para formar cavidades, lo que se logra anestesiando los ratones y
realizando suturas con éeda. Las bacterias enterotoxinogénicas o las toxinas que
secretan (por gjemplo, la toxina del célera) se inyectan en el lumen de la cavidad
intestinal artificial. Después de 4-6 horas, se mide el volumen de fluido acumulado
y se mide la longitud del rizo de intestino que forma la cavidad eén cm. En una

realizacidn, los resultados se expresan como mi/cm.
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[0123] En otra realizacion, se usa un ensayo intestinal abierto, y los ratones se
someten a un tratamiznto pravio con un antibiético para reducir la poblacion de
bacterias residentss en su intestino delgado. No se preparan ligaduras, y las
bacterias o las enterotoxinas se administran por la hoca con una aguja roma para
alimentacién gastrica. Después de un periodo de tiempo determinado (12-24
horas), se estima el volumen d= fluido que se acumula en &l tracto intestinal
completo disectando el tracto intestinal y pesandolo, junto con el peso del resto del
cadaver del animal. En una realizacién, los resultados se expresan como una
relacién entre el peso del intestino y 2l paso del cadaver.
[0124] En otra realizacién de la invencion, los inhibidores de adenilil ciclasa
reducen la cantidad de AMPc, y por lo tanto, reducen la cantidad de fluido
intestinal en las cavidades intestinales artificiales o el intestino.
[0125] En una realizacién, la invencidn se relaciona con el tratamiento o la
pravencicn de la pérdida de fluido int=stinal. En realizaciones generales, la pérdida
de fluido intestinal es el resultado de la infeccion con‘ un patdégeno. En
realizacionss especificas, el patégeno es B. anthracis, V. cholerae, E. col,
Pertussis, Y. pestis, o cualquier combinacidn de éstos. En otras realizaciones, la
pérdida d= fluido intestinal es el resultado de un incremento en los niveles de
AMPc. En otra realizacion, la pérdida de fluido intestinal €s el resultado de un
cancer.

Composiciones de la invencion
[0126] EI término “derivado”, comao se lo usa en la presente documentacion, hace
referencia a un compuesto que se forma a partir de un compuesto similar, o a un
compuesto del que puede considerarse que surge de otro compuesto si se
reemplaza un atomo por otro atomo o grupo de atomos. Un derivado también
puede hacer referencia a compuestos que, al menos tedricamente, pueden
formarse a partir del compuesto precursor.
[0127] E! t&rmino “derivado funcionalmente activo” o “derivado funcional® hace
referencia a un derivado, como se lo definid con anterioridad, que retiene la

funcion del compuesto del que deriva.
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[0128] Una realizacion de la invencion es la composicién que comprende una
cantidad eficaz para el uso terapéutico de un compuesto o una sal de éste
aceptable para el uso farmacéutico, donde la férmula general del compuesto se

selecciona del grupo que consiste en:
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[0129] y combinaciones de éstas, donde, 1) R es una estructura de anillo ciclico o
hiciclico; 2) Ry es una astructura de anillo ciclico o biciclico; 3) Ry s un hidrégeno,
una estructura de anillo ciclico o hiciclico; 4) Z se selecciona del grupo que
consiste en hidrogeno, alquenilo, alquinilo, fenilo, bencilo, halo, fluoro, cloro,
bromo, iodo, hidroxilo, ceto, oxo, aldo, carbonato, carboxilo, alcoxilo, éster,
carboxamido, amino, amonio, imino, imido, azido, azo, cianato, isociano,
isocianato, isotiocianato, nitroxilo, ciano, nitrosooxilo, nitro, nitroso, 4-piridilo, 3-

piridilo, 2-piridilo, tioater, sulfonilo, sulfo, sulfinilo, mercapto, sulfanilo, sulfhidrilo,
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sulfonamine, tiocianato, alquil amino, acido hidroxiamico, metilo, atilo, 1,3-
dioxilanilo, propilo, iso-propilo, butilo, ter-butilo, alquilo no sustituido o sustituido,
ramificado ¢ no ramificado, (C1-C3) alquenilo, arilo no sustituido o sustituido,
ramificado o no ramificado, alquilarilo no sustituido o sustituido, ramificado o no
ramificado, hidrato de carbono no sustituido o sustituido, ramificado o no
ramificado; 5) W se selecciona del grupo que consiste en CO, NH, metileno, un
atomo de azufrs, un atomo de oxigenc y tionilo; and, 8) m y n son iguales o
diferentes, yson 0 6 1.

[0130] En realizaciones generales de la invencién, R esta sustituido o no
sustituido, y se selscciona del grupo que consiste en fenilo, piranonilo, piridilo,
imidazaolilo, 1,3-natftiridinilo y N-éxido de piridilo; Ry esta sustituido o no sustituido,
y se selecciona del grupo que cansistz en fenilo, piridilo y furanilo; R4 &s una
estructura de anillo ciclico o biciclico, sustituido o no sustituido, y se selecciona del
grupo que consiste en fenilo, piridilo y furanilo;

[0131] En realizaciones especificas de la invencién, R esta mono, di, tri, tetra o
penta sustituido apropiadaments con un grupo funcional seleccionado del grupo
que consiste en hidrogeno, alquenilo, alquinilo, fenilo, bancilo, halo, fluoro, cloro,
bromo, iodo, hidroxilo, ceto, oxo, aldo, carbonato, carboxilo, alcoxilo, éster,
carboxamido, amino, amonio, imino, imido, azidc, azo, cianato, isociano,
isocianato, isotiocianato, nitroxilo, ciano, nitrosooxilo, nitro, nitroso, 4-piridilo, 3-
piridilo, 2-piridilo, tioéter, sulfonilo, sulfo, sulfinilo, mercapto, sulfanilo, sulfhidrilo,
sulfonamino, tiocianato, alquil amino, acido hidroxiamico, metilo, etilo, 1,3-
dioxilanilo, propila, iso-propilo, butilo, ter-butilo, alguilo no sustituido o sustituido,
ramificado o no ramificado, (C1-C3) alquenilo, arilo no sustituido o sustituico,
ramificado o no ramificado, alquilarilo no sustituido o sustituido, ramificado o no
ramificado, hidrato de carbono no sustituido o sustituido, ramificado o no
ramificado, y cualquisr combinacién de éstos. En otras realizaciones especificas
de la invencidn, Ry esta mono, di, tri, tetra o penta sustituido apropiadamente con
un grupc funcional seleccionado del grupo que consiste en alquenilo, alquinilo,
fenilo, bencile, halo, fluoro, cloro, bromo, iodo, hidroxilo, cato, oxo, aldo, carbonato,

carboxilo, aleoxilo, éster, carboxamido, amino, amonio, imino, imido, azido, azo,
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cianato, isociano, isocianato, isctiocianato, nitroxilo, ciano, nitrosooxilo, nitro,
nitroso, d-piridilo, 3-piridilo, 2-piridilo, ticdter, sulfonilo, sulfo, sulfinilo, mercapto,
sulfanilo, sulfhidrile, sulfonamino, tiocianato, alquil amino, acido hidroxiamico,
metilo, etilo, 1,3-dioxilanilo, propilo, iso-propilo, butilo, ter-butilo, alquilo no
sustituido o sustituido, ramificado o no ramificado, (C1-C3) alquenilo, arilo no
sustituido o sustituido, ramificado © no ramificado, alquilarilo no sustituido o
sustituido, ramificado o no ramificado, hidrato de carhono no sustituido o
sustituido, ramificado o no ramificado, y cualquier combinacién de & . En otra
realizacion especifica de la invencion, Ry esta mono, di, tri, tetra o penta sustituido
apropiadamente con un grupo funcional seleccionado del grupo que consiste en
alquenilo, alquinilo, fenilo, bencilo, halo, fluoro, cloro, bromo, iodo, hidroxilo, ceto,
oxo, aldo, carbonato, carboxilo, alcoxilo, éster, carboxamido, amino, amonio,
imino, imide, azido, azo, cianatn, isociano, isocianato, isotiocianato, nitroxilo,
ciano, nitrosooxilo, nitro, nitroso, 4-piridilo, 2-piridilo, 2-piridilo, tioéter, sulfonilo,
suifo, sulfinilo, mercapto, sulfanilo, sulfhidrilo, sulfonamine, tiocianato, alquil amino,
acido hidroxiamico, metilo, =tilo, 1,3-dioxilanilo, propilo, iso-propilo, butilo, ter-
butilo, alquilo no sustituido o sustituido, ramificado o no ramificado, (C1-C3)
alquenilo, arilo no sustituido o sustituido, ramificado o ne ramificado, alquilarilo no
sustituido o sustituido, ramificadc o no ramificado, hidrate de carbono no sustituido
0 sustituido, ramificado o no ramificado, y cualquier combinacion de éstos.
[0132] En realizaciones especificas de la invencién, la composicion comprende
uno o mas del grupo que consiste en FIV-50, FIV-1, FIV-29, FIV-31, FIV-24, FIV-
35, FIV-39, FIV-40, FIV-43, Flil-1, FlI-1, FI-3, FI-1, FI-2, FIV-54, FIV-58, FIV-55,
FIV-53, FIV-37, FIV-70, FIV-35, FIV-65, FIV-33, FIV-31, FIV-30, FIV-64, FIV-71,
FIV-43, FIV-72, FIV-73, FIV-49, FIV-75, y cualquier combinacién de éstos.
A. Estructuras y grupos quimicos
[0133] Como se la usa en la presente documentacion, la terminologia “actividad
bioladgica” inczluye la actividad enzimatica y la unién a otras moléculas, incluyendo
inhibidores y sustratos.
[0134] El t&rmino “analogo” como s& lo usa en la presente documentacion, hace

referencia a una sustancia que no comprende el mismo esqueleto basico de
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carbono o la misma funcicnalidad de los carbonos en su estructura que un
“‘compuesto dado”, pero que pueds imitar a dicho compuesto porque incorpora una
o mas sustituciones apropiadas, talz=s como, por ejemplo, la sustitucién de
carbonos por heteroatomos.
[0135] EI término “alquile”, como se lo usa en la presente documentacion, hace
referencia a cadenas rectas o ramificadas de hasta siete atomos de carbono. El
término “alquilo inferior”, como se o usa =n la presente documentacion, hace
referencia a cadenas rectas o ramificadas que tienen hasta cuatro atomos de
carbono, y es un subgrupo del término “alquilo”.
[0136] EI término “alquilo sustituido”, como se lo usa en la presente
documantacién, hace referencia a cadenas rectas o ramificadas de hasta siete
atomos de carbono, donde uno o mas, y particularmente uno, dos o tres atomos
de hidrégeno pueden reemplazarse por un sustituyent= seleccionado del grupo
que consiste en hidroxilo, amino, ciano, halégeno, trifluorometilo, -NH(alquilo
inferior), -N(alquilo inferior),, alcoxilo inferior, alquiltiol y carboxilo inferior, arilo y
heteroarilo.
[0137] Los términos “alcoxilol inferior” y “alquiltiol inferior”, como se los usa en la
presente documentacion, hacen referencia a aquellos grupos alquilo definidos con
anterioridad que estan unidos a un atomo de oxigeno o azufre.
[0138] El término “cicloalquilo”, como se 1o usa en la presente documentacion,
hace referencia a anillos saturados de entre 2 y 7 atomos de carbono.
[0139] El t¢érmino “alquenilo”, somo se lo usa en la presente documentacién, hace
referencia a cadenas rectas o ramificadas de entre 3 y 7 atomos de carbono que
tienen uno o dos =nlaces dobles. Algunas realizaciones de grupos “alquenilo” son
cadenas rectas de entre 3 y 5 atomos de carbono que tienen un enlace doble.
[0140] EI término “alquenilo  sustituide”, como se lo usa en la presente
documentacion, hace referencia a aquelias cadenas rectas o ramificadas de entre
3y 7 atomos de carbono que tienen uno o dos enlaces dobles, y donde un atomo
de hidrégena ha sido reemplazado por un sustituyente seleccionado del grupo que
consiste en hidroxilo, amino, halo, trifluorometilo, cianc, -NH(alguilo inferior), -

N(alquilo inferior),, alcoxilo inferior, alquiltiol inferior y carboxilo.
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[0141] El término “alguilenc”, como se 1o usa en la presente documentacion, haca
referencia a cadenas divalentes, rectas o ramificadas, que tienen hasta siete
atomos de carbono (es decir, -CH--, -(CH2)2-, -(CH:)s-, -(CH:)4-, -CHz-CH(CH>)-,
etcétera).
[0142] El t4rmino “arilo”, como se lo usa en la presente documentacion, hace
referencia a fenilo, 1-naftile y 2-naftilo. El t&érmino “arilo sustituido”, como se lo usa
en la presente documentacién, hace referencia a fenilo, 1-naftilo y 2-naftilo con un
sustituyente seleccionado del grupo que consiste en fenilo, heteroarilo, alquilo
inferior, alcoxilo inferior, alquiltiol inferior, halo, hidroxilo, trifluorometilo, amino, -
NH(@alquilo inferior), y -N(alguilo inferior);, y también fenilo 1-naftilo y 2-naftilo
mono, di y tri-sustituido con sustituy=ntes seleccionados del grupo que consiste en
metilo, metoxilo, metiltiol, halo, hidroxilo y amino.
[0143] En la presente documentacidn, el témino trifenilmetilo se abrevia Trt
(tritilo).
[0144] El término “hetzroarile”, como se lo usa en la presente documentacion,
hace referencia a anillos no saturados de cinco o seis dtomos que contienen uno o
dos atomos de O y/o S, y/o uno a cuatro atomos de N, con la condicién de que la
cantidad total de heterodatomos en el anillo sea de 4 o menos. El anille de
heteroarilo esta unido a través de un atomo de carbono o nitrégeno disponible. Los
gjemplos de grupos heteroarilo incluyen 2, 3 6 4-piridilo, 4-imidazolilo, 4-tiazolilo, 2
y 3-tienilo, y 2 y 3-furilo. El término “hetzroarilo”, como se lo usa en la presente
documentacién, también incluye los anillos biciclicos donde el anillo de cinco o
seis miembros que contiens atomos de O, S y N definido con anterioridad esta
fusionado a un anillo de benceno o piridilo. Los ejemplos de anillos biciclicos
incluy=n, sin limitaciones, 2 y 3-indolile, asi como 4 y 5-quinolinilo. El anillo de
heteroarilo mona o biciclico también puede estar sustituido en un atomo de
carbone disponible con un sustituyents seleccionado del grupo que consiste en
alquile inferior, halo, hidroxilo, bencilo y ciclohexiimetilo. Adicionalmente, si el anillo
mono o biciclico tiene un atomo de N disponible, este atomo también puede estar
sustituido con grupo protector de N, tal como N-carbamatos, N-fenilsulfenilo, N-

fenilsulfonilo, N-2,4-dinitrofenile, N-alquile inferior, N-bencilo, o N-benzhidrilo, o
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cualquier otro grupo aplicable conocido en la técnica (T.W. Greene, P.G.M. Wuts:
Protective Groups in Organiz Synthesis, 22 edicion, John Wiley and Sons, NY,
1991, incorporado en la presente documentacion a modo de referencia).
[0145] Los términos “haldgeno” y “halo”, como se los usa en la presente
documentacién, hacen referencia a cloro, bromo, flL'JOI’ve iodo.
[0146] EI término “sal(es)”, como se lo usa en la presente documentacion, hace
referencia a sales acidas y/o basicas formadas con acidos y bases inorganicas y/u
organicas. Los zwitteriones (sales internas o interiores) estan incluidos dentro del
término “sal(es)”, como se lo usa en la presente documentacion, al igual que las
sales de amonio cuaternario, tales como las sales de alquilamonio. Ha de
comprenderse que las composiciones de la invencion también pueden existir como
aniones o cationes. Pueden usarse sales no téxicas aceptables para el uso
farmacéutico, aunque pueden ser Gtiles otras sales, tales como, por gjemplo, en
pascs de aislamisnto o purificacion.
[0147] Una “sal aceptable para el use farmaciutico” de un compuesto descripto en
la presente documentacién es una sal acida o basica que es apropiada para usar
en contacto con los tejides de los seres humanos o los animales, sin una toxicidad
0 una carcincogenicidad excasiva, y que no provoca irritacion, respuestas alérgicas
u otro tipo de problema o complicacién. Estas sales incluyen sales de acidos
minerales y organicoes de residuos basicos, tales como aminas, asi como sales
alcalinas u organicas de residuos acidos, tales como acidos carboxilicos. Las
sales farmacéuticas especificas incluyen sin limitaciones, sales de acidos tales
come acido clorhidrico, fosfarico, bromhidrico, malico, glicélico, fumarico, sulftrico,
sulfamico, sulfanilico, férmico, toluensulfénico, metansulfénico, bencensulfénico,
etandisulfanico, 2-hidroxi=tilsulfonico, nitrico, benzoico, 2-acetoxibenzoico, citrico,
tartarico, lactico, estearico, salicilico, glutdmico, ascérbico, pamoico, succinico,
fumarico, maleico, propidnico, hidroximaleico, iodhidrico o fenilacético, acidos
alcanoicos, tales como acido acético, HOOC-(CH.),-CQOH, donde n es 0-4, y
semejantes. De forma similar, los cationes aceptables para ¢l uso farmacéutico
incluyen, sin limitaciones, sodio, potasio, calcio, aluminio, litio y amonio. Aquellos

entrenados en la técnica podran reconocer otras sales aceptables para el uso
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farmacéutico para los compuestos proporcionados en la presente documentacion,
incluyendo aquelias indicadas en Remington's Pharmaceutical Sciences, 177
edicion, Mack. Publishing Company, Easton, Pa., p. 1418 (1985). En general, una
sal &cida o basica aceptablz para ¢l uso farmacéutico puede sintetizarse a partir
de un compuesta progenitor que contiene una porcién basica o acida de acuerdo
con un métado quimico convencional. Brevemente, estas sales pusden prepararse
haciendo reaccionar las formas acidas o hasicas libres de estos compuestos con
una cantidad estequiométrica de la base o el acido en agua o un solvente
organico, o en una mezcla de ambos; en general, s¢ incluye el uso de medios no
acuosos, tales como éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol o acetonitrilo.

[0148] Los ejemplos de sales de adicion acida incluyen, sin limitaciones, sales de
acetato, adipato, alginato, aspartate, henzoato, bencensulfonato, bisulfato,
butirato, citrato, AMPcorato, AMPcarsulfonato, ciclopentanpropicnato, digluconato,
dodesilsulfato,  =tansulfonato, fumarato, glucoheptanoato, glicerofosfato,
hemisulfato, heptanoato, hexanoato, clorhidrato, bhromhidrato, iodhidrato, 2-
hidroxietansulfonato, lactato, maleato, metansulfonato, 2-naftalensulfonato,
nicotinato, oxalato, pectinato, persulfato, 2-fenilpropionato, picrato, pivalato,
propichato, succinato, tartrato, tiocianato, tosilato y undecanoato.

[0149] Los gjemplos de sales basicas incluyen, sin limitaciones, sales de amonio;
sales de metales alcalinos, tales como sales de sodio, litio y potasio; sales de
metales alcalinos térrens, tales como sales de calcio y magnesio; sales que
~ comprenden hases organicas, tales como aminas (por sjemplo, diciclohexilamina,
alguilaminas, tales como t-butilamina y tamilamina, alquilaminas sustituidas, aril-
alguilaminas, tales como bencilamina, dialquilaminas, dialquilaminas sustituidas,
tales  como  N-metil  glucamina  (especialmente N-metil  D-glucamina),
trialquilaminas, y trialquilaminas  sustituidas); y sales que comprenden
aminoacidos, tales como arginina, lisina, y semejantes. Los grupos basicos que
contienen nitrégeno pueden cuaternizarse con agentes tales como haluros de
alquilos inferiores (por ejemplo, cloruros, bromuros € ioduros de metilo, etilo.
propilo y butilo), sulfatos de dialquilo (por ejemplo, sulfatos de dimetilo, dietilo,

dibutilo, y diamilo), haluros de cadena larga (por ejemplo cloruros, bromuros e
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ioduros de decilo, laurilo, mirtistilo y estearilo), haluros de arilalquilo (por ejemplo,
bromuros de hencilo y fenetilo), y otros conacidos en la técnica.
[0150] En la presente documentacion también se contemplan las prodrogas y los
solvatos de la presente invencidén. El término “prodroga”, como se lo usa en la
presents documentacion, hace referencia a un compuesto que, al administrarsele
a un sujeto, s sometido a una conversion quimica per procesos metabdlicos o
quimicos para proporcionar un compuesto de la presente invencién, o una sal y/o
un solvato de éste. Los solvatos de los compuestos de la invenciéon también
pueden ser hidratos.
[0151] Se contempla que todos los esterscisdmeros posibles de la presente
invencion estan dentro del alcance de la presente invencion. Los estereoisdmeros
individuales de los compuestos de la presente invencidon pueden estar, por
ejemplo, sustancialments libres de otros estereoisbmeros, pueden estar
mezaclados, por gjemplo, como racematoes, o pueden estar combinados con otros
esterenisomeros seleccionados, o con todos los otros estereoisdmeros. Los
centros quirales de la presente invencién pueden tener la configuracion S o R, tal
como se las define en las recomendaciones IUPAC 1974.
[0152] Cuando se indica que un grupo particular con su estructura de union esta
entre dos grupos asociados, por j=mplo, -OCH:-, luego ha de comprenderse gue
cualjuiera de los dos grupos asociados puede estar unido a uno de los extremos
de dicho grupo particular, y €l otro grupo asociado esta unido necesariamente al
otro extremo de dicho grupo particular.
[0153] Los métodos para preparar y/o separar y aislar estereoisdmeros
individuales a partir de mezclés racémicas o mezclas no racémicas de
esterecisdmeros son bien conocidos en la ticnica. Por jemplo, los isémeros con
actividad éptica (R) y (S) pusden prepararss usando sintones quirales o reactivos
quirales, o pusden resolverse usando técnicas convencionales. Cuando se lo
desse, los isdmeros Ry S podran resolverse con métodos conocidos por aquzllos
entrenados 2n la técnica, por gjemplo, mediante la formacion de sales o complejos
diasterecisoméricos, los cuales pueden separarse, por ejemplo, por cristalizacion;

mediants 1la formacion de derivados  diastzreoisoméricos, los cuales pueden
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separarse, por gjemplo, por cristalizacion, cromatografia gaseosa-liguida o liquida;
mediante la reaccién selectiva de un enantiGmero con un reactivo especifico para
el enantiémero, por sjemplo, una oxidacién o una reduccion enzimatica, seguida
por la separacion de los enantiomeros modificados y no modificados; por medio de
una cromatografia gaseosa-liquida o liguida en un ambiente quiral, por ejemplo,
en un soporte quiral, tal como silice, con un ligando quiral o en presencia de un
solvente quiral. Ha de apreciarse que, cuando un enantiomero deseado se
convierte =n ofra entidad quimica merced a uno de los procedimientos de
separacion descriptos con anterioriclad, puede ser necesario un paso mas para
liberar la forma enantiomérica descada. Como alternativa, un enantibmero
especifico puede sintetizarse por sintesis asimétrica, usando reactivos, sustratos,
catalizadores o solventes con actividad éptica, o convirtiendo un enantibmero en el
otro por transfomacion asimétrica. Para una mezcla de enantibmeros enriquecida
&n un enantiomero, el contenido del enantidmero que es el componente mas
importante puede incrementarse ain mas (con la pérdida de rendimiento
concomitante) por recristalizacion.

[0154] El simbolo “-“ representa un enlace simple, “=" representa un enlace doble,

11 ”

y “=" reprasenta un enlace triple. Cuando un grupo se ilustre separado de su
férmula progenitora, se usara &l simbolo “ww” en el extremo de enlace que
tedricaments fue cortado para separar el grupo de la formula estructural
progenitora.

[0155] Cuando un grupo “R” s= ilustra en el contexto de un sistema de anillos, por

N
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gjemplo, en la férmula ~ , &l sustituyente “R” puede residir en cualquier
atomo del sistema de anillos, asumiendo el reemplazo del hidrégeno ilustrado,
implicado o dafinido expresaments de uno de los atomos del anillo, siempre que

se forme una estructura estable.

[0156] Cuando un grupo “R” se ilustra en el contexto de un sistema de anillos
Ry i
KB

N =X

H

“R” puede residir en cualquier atomo del sistema de anillos fusionados, asumiendo

fusionados, tal como, por gjemplo, =n la férmula , €l sustituyente

el reemplazo del hidrdgeno ilustrado (por gjemplo, el -NH- en la formula anterior),
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implicado (por ejemplo, en la férmula anterior, donde se han representado los
hidragenos, sino que se interpreta que estan presentes) o definido expresamente
por ejemplo, en la formula anterior, cuando “X” &s igual a -CH-) de uno de los
atomos de los anillos, siempre que s& forme una estructura estable. En el gjemplo
ilustrada, &l grupo “R” puede residir en el anillo de & miembros o &l anillo de 6
miembros del sistema de anillos fusionados. En la férmula ilustrada con
anterioridad, cuando y es, por gjemplo, 2, luego los dos “R” pusden residir en
cualfguiera de los dos atomos del sistema de anillos, asumiendo nuevamente que
cada uno reemplaza a un hidrégena ilustrado, implicado o definido expreasamente

en los anillos. Cuando hay mas de uno de estos grupos “flotantes” ilustrados, tal
(Rly>¢ | \_§

N~ N
como, por gjemplo, en la férmula H , donde hay dos grupos, a saber,
el “R” y el enlace que indica la unién a una estructura progenitora, los grupos
“flotantes” pueden residir en cualquisr atomo del sistema de anillos, asumiendo
nuevamente que cada uno reemplaza un hidrégeno ilustrado, implicado o definido

exprasament= en los anillos.

[0157] Cuando un grupo “R” se ilustra en el contexto de un sistema de anillos

(R)v{j/h

saturados, tal como, por gjemplo, en la férmula ~ , donde “y” puede ser
mas de uno, asumiendo que cada uno reemplaza un hidrégeno ilustrado,
implicado o definido expresamente =n el anillo ilustrado, luego cuando la
estructura resultants sea estable, dos “R” podran residir en el mismo carbono. Un
gjemplo simple s cuando R es un grupo metilo, caso en el cual existe un dimetilo
geminal en un carbono del anillo ilustrado. En otro gjemplo, dos R en el mismo
carbono, incluyendo dicho carbone, pueden formar un anillo, con lo que crean una
estructura de anillo espirociclico con el anillo ilustrado.

[0158] Un “alquilo” incluye estructuras de hidrocarburos lineales, ramificados o
ciclicos, & inclusive combinaciones de éstos. Por gjemplo, un “Cg alquilo” puede
hacer referencia a n-octilo, iso-octilo, ciclohexiletilo, y semejantes. Un alquilo
inferior hace referencia a grupoes alquilo de entre uno y ocho atomos de carbono.
Los ejemplos de grupos alquilo inferior incluyen metilo, etilo, propilo, isopropilo,

butilo, s-butilo, t-butilo, isobutilo, pentilo, ciclopentilo, hexilo, ciclohexilo, vy
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semejantes. Un alquilo superior hace referencia a grupos alquilo que contienen
mas de A atomos de carbonn. Los ejemplos de grupos alquilo son aquellos de Cag
o menos. Un cicloalquilo &s un subconjunto de los alquilos, € incluye grupos
hidrocarburo de entre 3 y 13 atomos de carbono. Los ejemplos de grupos
cicloalquile incluyen c-propilo, c-butilo, c-pentilo, norbornilo, adamantilo, vy
semejantes. En esta solicitud, un alquilo hace referencia a residuos alcanilo,
alquenilo y alquinilo (y combinaciones de &stos); e incluye ciclohexilmetilo, vinilo,
alilo, isoprenilo, y semejantes. Por consiguiente, cuando se nombra un residuo
algquilo que tiene una cantidad especifica de carbonos, se incluyen todos los
isémeros geométricos que tienen dicha cantidad de carbonos; por lo que “butilo” o
“Caalguile” incluyen n-hutilo, sec-butilo, isobutilo, t-butilo, isobutenilo y but-2-inos,
por ejemplo; “propilo” o “Czalquilo” incluyen n-propilo, propenilo & isopropilo, por
éjemplo. Los alquilos con cantidades variables de carbonos pueden nombrarse
usando rangos numéricos comao subindices, de modo que, por ejemplo, un alquilo
inferior s equivalents a Cq_galquilo.

[0159] “Alquileno” hace referencia a una cadéna divalente, recta o ramifibada, que
consiste exclusivamente en atomos de carbono e hidrégeno, que no contiene
insaturacionss, y que tiene entre uno y diez atomos de carbono, por gjemplo,
metileno, etileno, propileno, n-butileno, y semejantes. Un alquileno es un
subconjunta de los alquilos, que se denomina con los mismos residuos que &l
alquilo, pero que tizne dos puntos de union y especificamente esta completamente
saturado. Los ejemplos de alquileno incluyen tileno (-CH-CH--), propileno (-
CH-CH-CH--), 2-dimstilpropileno (-CH-C(CH:):CH:-) y 2-ciclohexilpropileno , (-
CHaCH(CeH12)CH2-).

[0160] Un “alquilidens” hace referencia a una cadena divalente insaturada, recta o
ramificada, que consiste exclusivamente en atomos de carbono & hidrégeno, que
tiene entre dos y diez atomos de carbono, por gjemplo, etilideno, propilideno, n-
butilidena, y semejantes. Un alquilideno &s un subconjunto de los alquilos, al que
se pueden aplicarsele los mismos residuos que un alquilo, pero que tisne dos
puntos de unién, y especificamente una insaturacion debida a un enlace doble. La

insaturacisn presente incluye al menos un enlacs doble, y puede haber un enlace
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doble entre el primer carbono de la cadena y un atoma de carbono del resto de la
molécula a la que esté unido.
[0161] Un “alquilidino” hace rsferencia a una cadena divalente insaturada, recta o
ramificada, que consiste exclusivamente en atomos de carbono ¢ hidrégeno, que
tiene entre dos y diez atomos d= carbono, por ejemplo, propilid-2-inilo, n-butilid-1-
inilo, y semejantes. Un alquiliding &s un subconjunto de los alquiles, al que se
pueden aplicarselz los mismos residuos que un alquilo, pero que tiena dos puntos
de unién, y especificamente una insaturacion debida a un enlace triple. La
insaturacion presente incluye al menos un enlace triple, y puede haber un enlace
triple entre el primer carbono de la cadena y un atomo de carbono del resto de la
molécula a la que esté unido.
[0162] Cualquiera de los grupos funcionales anteriores, “alquileno”, “alquilideno” y
“alquilidino”, cuando estd opcionalmente  sustituido, puede contener una
sustitucidon de alguilo que puede estar sustituida en si misma. Por ejemplo, el 2-(2-
fenilétiniI-l:»ut-S-enil)-naﬁaleno (nombre IUPAC) contiene un n-butilid-3-inilo con un
sustituyente vinilo en la posicidén 2 de dicho grupo.
[0163] “Alsoxi” o “alcoxile” hace referencia a un grupo -O-alguilo, por ¢jemplo, que
incluye entre 1y 3 atomos de carbono en una cadena insaturada recta, ramificada
o de configuracion ciclica, y combinaciones de éstas, unida a la estructura
progenitora a través de un oxigeno. Los =jemplos incluyen metoxilo, etoxilo,
propoxilo, isopropoxilo, ciclopropiloxilo, ciclohexiloxilo, y seme&jantes. Un alcoxilo
inferior hace referencia a grupos que contienen entre uno y seis carbonos.
[0164] Un “alcoxilo sustituide” hace referencia al grupo -O-(alquilo sustituido),
donde la sustitucion en el grupo alquilo generalmente contiene mas que solamente
carbono (véase la definicion de alcoxilo). Un gjemplo de grupo alcoxilo sustituido
es el “polialcoxilo" u -O- (alguilend  opcionalmente  sustituido)-(alcoxilo
opcionalments sustituido), & incluye grupos tales como -OCH.CH:OCH: y é&teres
de glicol, tales como polietilenglicol y -O(CH2CH20).CH;z, donde x s un nimero
entero entre aproximadamente 2 y aproximadamente 20; en otro gjemplo, entre
aproximadamente 2 y aproximadaments; 10, y en otro ejemplo, entre

aproximadamente 2 y aproximadaments 5. Otro ejemplo de grupo alcoxilo
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sustituido es el hidroxialcoxilo o -OCH2(CH-),OH, donde y es, por ejemplo, un
nimero entero entre aproximadamente 1 y aproximadamente 10; en oro gjemplo,
y €8 un nimero entero entre aproximacdamente 1 'y aproximadamente 4. Por ende,
cuando un grupo se define como -OR, donde “R” es un alquilo opcionalmente
sustituido, luego dicho grupo ha de incluir, sin limitaciones, hidroxialcoxilo,
polialcoxilo, y semejantes.
[0165] Un “acilo” hace referencia a grupos de entre uno y diez atomos de carbono
de configuracion recta, ramificada o ciclica, que se hallan saturados, no saturados,
o son aromaticos, y combinaciones de estas variantes, y que estan unidos a la
estructura progenitora a través de una funcionalidad de carbonilo. Es posible
reemplazar uno o mas carbonos en &l residuo de acilo por nitrégeno, oxigeno o
azufre, siempre que &l punto de unién a la porcién progenitora permanezca en el
carbonile. Los ejemplos incluyen acetilo, benzoilo, propionilo, isobutirilo, t-
butoxicarbonilo, benciloxicarkonilo, y semejantes. Un acilo inferior hace referencia
a los grupos que contienen entre uno y seis carbonos.
[0166] Los “w-aminoacidos” hacen referencia a aminoacidos de ocurrencia natural
y disponibles comercialmente, & isomeros opticos de éstos. Los w-aminoacidos
naturales y disponibles comercialmente tipicos son los siguientes: glicina, alanina,
serina, homoserina, treonina, valina, norvalina, leucina; isoleucina, norleucina,
acido aspartico, acido glutdmico, lisina, omitina, histidina, arginina, cisteina,
homocisteina, metionina, fenilalanina, homofenilalanina, fenilglicina, orto-tirosina,
meta-tirosina, para-tirosina, triptofano, glutmina, asparragina, prolina e
hidroxiprolina. Una “cadena lateral d= un a-aminoacido” hace referencia al grupo
localizado en el carbono o de un c-aminoacido, tal como se lo definid con
anterioridad, por ejemplo, hidrégeno (para la glicina), metilo (para la alanina),
bencile (para la fenilalanina), y semejantes.
[0167] “Amino” hace referencia al grupo -NHz. “Amino sustituido” hace referencia
al grupo -NHR o -NRR, donde cada R se selecciona independientemente del
siguients  grupo:  alquilo  opcionalmente  sustituido, alcoxilo  opcionalmente

sustituido, arilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido,
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acilo, carboxilo, alcoxicarbonilo, sulfanilo, sulfinilo y sulfonilo, por ejemplo,
dietilamino, metilsulfonilamino, furanil-oxi-sulfonamino.
[0168] “Arilo” hace referencia a anillos carbociclicos aromaticos de entre 6y 14
miembros, incluyendo, por ejemplo, benceno, naftaleno, indano, tetralina, fluoreno,
y semejantes.
[0169] “Arilalquile” hace referencia a un residuo donde una porcién de arilo esta
unida a una estructura progenitora a través de un alquilzno, un alquilideno o un
alquilidine.  Los ejemplos  incluyen  hencilo, fenetilo, fenilvinilo, fenilalilo, y
semejantes. La porcién de arilo, alquileno, alquilideno o alquilidino de un grupo
arilalquilo  puede estar opcionalmente sustituida. “Arilalquilo inferior”  hace
referencia a un arilalquilo donde 1a porcion de “alquilo” del grupo tiene entre uno y
ocho carbonos.
[0170] “Halégeno” o “halo” hace referencia a flGor, cloro, bromo o iodo. Dihaloarilo,
dihaloalquilo, trihaloarilo, eteétera, hacen referencia a arilos y alquilos sustituidos
con una pluralidad de haldgencs, pero no necesariamente una pluralidad del
mismeo halégeno; por lo que el 4-cloro-3-fluorofenilo esté dentro de alcance de un
dihaloarilo.
[0171] “Heteratomo” hace referenciaa O, S, N o P.
[0172] “Heterociclilo” hace referencia a un anillo estable de entre 3 y 15 miembros
que consiste en atomos de carbono y entre uno y cinco heteroatomos
seleccionados del grupo que consiste en nitrdgeno, fésforo, oxigeno y azufre. Para
los propasitos de esta invencidn, el anillo de heterociclilo puede ser un sistema de
anillos monociclico, biciclico o triciclico, que puede incluir sistemas de anillos
fusionados o con puentes, aromaticos, saturados, o combinaciones de éstos; y el
nitrégeno, el fésforo, el carbono o el azufre en &l anillo de hetemiclilo puede estar
opcionalmente oxidado en diversos estados de oxidacion, por ejemplo, para los
propésitos de esta invencidn y para evitar una repeticién innecesaria en la
descripcién  de  los derivados de N-dxido de piridina correspondientes, y
semsjant=s, se los incluye como compuestos de la invenciéon. Ademas, el atomo
de nitrégeno pusde estar opcionalmente cuaternizado; y el aniilo puede estar

parcial o completamente saturado, o pusde ser aromatico. Los ejemplos de estos
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anillos de heterociclilo  incluyen, sin limitaciones, azetidinilo, acridinilo,
henzodioxolile, henzadioxanilo, bhenzofuranilo, carbazoilo, cinnolinilo, dioxoianilo,
indolizinilo, naftiridinilo, perhidroazepinilo, fenazinilo, fenotiazinilo, fenoxazinilo,
ftalazinilo, pteridinilo, purinilo, quinazolinilo, quinoxalinilo, quinolinilo, isoquinolinilo,
tetrazolilo, tetrahidroisoquinolilo, piperidinilo, piperazinilo, 2-oxopiperazinilo, 2-
oxopiperidinilo, 2-oxopirralidinilo, 2-oxoazepinilo, azepinilo, pirrolilo, 4-piperidonilo,
pirrolidinilo, pirazolilo, pirazolidinilo, imidazolilo, imidazolinilo, imidazolidinilo,
dihidropiricinilo, tetrahidropiridinilo, piridinilo, pirazinilo, pirimidinilo, piridazinilo,
oxazolilo, oxazolinilo, oxazolidinilo, triazolilo, indanilo, isoxazolilo, isoxazqlidinilo,
morfolinilo,  tiazolilo, tiazolinilo, tiazolidinilo, isotiazolilo, quinuclidinilo,
isotiazolidinilo, indolilo, isoindolilo, indolinilo, isoindolinilo, octahidroindolilo,
octahidroisoindolilo, quinolilo, isoquinclilo, d=cahidroisoquinolilo, benzimidazolilo,
tiadiazolilo, benzopiranilo, henzotiazolilo, henzoxazolilo, furilo, tetrahidrofurilo,
tetrahidropiranilo,  tienilo,  benzotizlilo, tiamorfolinilo, tiamorfolinil  sulféxido,
tiamorfolinil sulfona, dioxafosfolanilo, y oxadiazolilo.
[0173] “Heteroaliciclico” especificamente hace referencia a un sistema de anillos
de heterociclilo no aromatico.
[0174] “Heteroarilo” especificamente hace referencia a un sistema de anillos de
heterociclilo aromatico.
[0175] “Heterociclilaiquile” hace referencia a un residuo donde un anillo de
heterociclilo esta unido a una estructura progenitora a través de un alquileno, un
alguilideno o un alquilidino. Los egjemplos incluyen (4-metilpiperazin-1-il) metilo,
(morfolin-3-il) metilo, 2-(oxazolin-2-il) «tilo, 4(d4-metilpiperazin-1-il)-2-butenilo, y
semejantzs. La porcidn de heterosiclilo, alquileno, alquilideno o alquilidino de un
grupo arilalquilo puede estar opcionalmente sustituida. Un “heterociclilalquilo
inferior” hace referencia a un arilalquilo donde la porcién de “alquilo” del grupo
tiene entre uno y ocho carbhonos.
[0176] E! término “imino” hace referencia a una sustitucién en un atomo de
carbono, mas especificaments un nitrégeno unido a través de un enlace doble.

Por e¢jemplo, una imina, una amidina y una oxima contienen el grupo “imino”.
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[0177] “Opcional” u “opcionalmente” denota que el suceso o la circunstancia que
ha de describirse subsiguientement= puede ocurrir o no, y que la descripcion
incluye instancias donde dicho suceso o circunstancia ocurre, e instancias donde
no ocurre. Con relacion a cualquier grupo que contiene uno o mas sustituyentes,
aquellos entrenados en la téonica han de comprender que en estos grupos no se
introduce ninguna sustitucion o patron de sustitucion (por &jemplo, un alquilo
sustituido incluye grupos cicloalquilo opcionalmente sustituidos, que a su vez,
tienen una definicién que incluye los grupos alquilo opcionalmente sustituidos,
potencialmente ad infinitum) que sea impractico desde &l punto de vista estérico
y/o no factible desde &l punto de vista de la sintesis. “Opcionalmente sustituido”
hace referencia a todos los modificadores subsiguientes en un término, por
gjemplo, en &l término “Cqealquilarilo opcionaimente sustituido”, una sustitucion
opcional puede hallarse en la porcién de “Cqgalquilo” y la porcién de “arilo” de la
mélécula; y por &jemplo, un alquilo opcionalmente sustituido incluye grupos
cicloalquilo opcionalments sustituidos, que a su vez tienen una definicién que
incluye los grupos alquilo opcionalmente sustituidos, potencialmente ad infinitum.
Si un anille heterociclico esta “opcionalmente sustituido”, luego el carbono y
cualquier heteroatomo en el anillo pueden presentar una sustitucion. Los gjemplos
de sustituciones opcionales incluyen, sin limitaciones, alquilo, halégeno, alcoxilo,
hidroxilo, oxo, carbamilo, acilarmino, sulfonamido, carboxilo, alcoxicarbonilo, acilo,
alquiltiol, alguilsulfonilo, nitro, ciano, amino, alquilamino, cicloalquilo, y semejantes.
Por consiguiente, por ejemplo, si se describe un grupo “-C(O)R”, donde “R” es
alquilo opcionalmente sustituido, luego “R” ha de incluir, sin limitaciones, -CH:Ph, -
CH2CH20OPh, -CH=CHPhCHs3, -CsH4CH2N(H)Ph, y semejantes.

[0178] El t&rmino “orto” normalments se usa en referencia a la posicion relativa de
dos sustituyentes =n un anille de benceno; sin embargo, en esta solicitud, el
término “orte” ha de aplicarse a otras sistemas d= anillos aromaticos donde dos
sustituyentes residen en carbonos adyacentes. Por gjemplo, un 3-bromo-4-fluoro-
tiofena posee un grupo bromo y un grupo fluoro que tiene una relacién de posicion

1,2 en una configuracién orto.
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[0179] EI t&rmino “oxo” hace referencia a una sustitucién en un atomo de carbono,
mas especificamente, un oxigeno con un enlace doble. Por gemplo, una oxo-
morfolina, una ciclohexancna y un grupo acilo contienen la funcionalidad "oxo".
[0180] Un alquilo, un arilo y un heterociclilo “sustituido” hacen referencia,
respectivamente, a un alquilo, un arile y un heterociclilo donde uno o mas (por
gjemplo, a lo sumo aproximadamente & o en otro &jemplo, a lo sumo
aproximadamentz 3) atomos de hidrégeno han sido reemplazados por un
sustituyente seleccionado independientements del siguiente del grupo: alquilo
opcionalmente sustituido (por =jemplo, fluoroalquilo), alcoxilo opcionalmente
sustituida,  alquilendioxilo  (por  gjemplo  metilzndioxilz), amino opcionalmente
sustituida (por ejemplo, aljuilamino y dialquilamino), amidino opcionalmente
sustituida, arile  opcionalmente  sustituido  (por  ejemplo, fenilo), arilalquilo
opcionalmante sustituido (por gjemplo, bencilo), ariloxilo opcionaimente sustituido
(por ejemplo, fenoxilo), arilalquiloxile opcionalmente  sustituido  (por  &jemplo,
benciloxilo), carbovilo (-COOH), carbealcoxilo (es decir, aciloxilo u -OOCR),
carboxialquillo  (es  decir, ésteres o -COOR), carboxamido, aminocarbonilo,
benciloxicarbonilamine  (CBZ-amino), ciano, carbonilo, halégeno, hidroxilo,
heterociclilalguilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido,
nitro, sulfanilo, sulfinilo, sulfonilo y tiol.
[0181] “Sulfanilo” hace referencia a los grupos -S-(alquilo opcionalmente
sustituido), -S-(arilo opcionalments sustituido) y -S-(heterociclilo opcionalmente
sustituido).
[0182] "Sulfinile” hace referencia a los grupos -S(0)-H, -S(O)-(alquilo
opcionalmente  sustituido), -S(O)-(arilo opcionalmente  sustituido) y -S(O)-
(heterociclilo opcionalments sustituido).
[0183] “Sulfonilo” hace referencia a los grupos -S(0-)-H, -S(O-:)-(alquilo
opcionalmente  sustituida), -S(Op)-(arilo  opcionalmente  sustituido), -S(O-)-
(heterociclilo opcionalmente sustituido), -S(02)-(alcoxilo opcionalmente sustituido),
-S(00)-(arilovilo opcionalmente sustituido) y -S(Dq)-(heterocicliloxilo opcionalmente

sustituido).
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[0184] El término “tiona” hace referencia a una sustitucidon en un atomo de
carbono, mas especificamente un azufre unido a través de un enlace doble. Por
gjemplo, una tiocstona y una tioarnida ocntienen la funcionalidad "tiona".
[0185] EI “rendimiento”, para €l caso de las reacciones descriptas en la presente
documentacién, se exprasa como porcentaje del rendimiento tedrico.
[0186] En algunas realizaciones, como han de apreciarlo aquellos entrenados en
la técnica, dos grupos adyacentes =n un sistema aromatico pueden estar
fusionados uno con otro para formar una estructura de anillo. La estructura de
anillo fusionade puede contener heteroatomos y puede estar opcionalmente
sustituida con uno o mas grupos. Ademas, vale destacar que los carbonos
saturacdos de dichos grupos fusionados (es decir, las estructuras de anillos
saturados) pueden contener dos grupos de sustitucion.
[0187] Algunos de los compuestos de la invencidn pueden tener sustituyentes
imino, amino, oxo o hidroxilo provenientes de sistemas de anillos de heterociclilo.
Para los propésitos de esta descripcién, ha de comprenderse qus estos
sustituyentes imino, amino, oxo o hidroxilo pueden existir en su forma tautomérica
correspondiente, es decir, aming, imine, hidroxilo u oxo, respectivamente.
[0188] Los compuestos de la invencién generalmente s& nombran usando
ACD/Narne (disponible en Advanced Chemistry Development, Inc., de Toronto,
Canadd). Este software deriva de estructuras quimicas de acuerdo con la
aplicacion sistematica de las reglas de nomenclatura acordadas por la Union
Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), la Unidn Internacional de
Bioquimica y Biclogia Molecular (JUBEMB), y el Servicio de Restimenes Quimicos
(CAS).

Eiemplos de compusstos de la invencion

[0189] A continuacidn se proporcionan compuestos solamente a modo de gjemplo.
Dadas las realizaciones anteriores, aquellos entrenados en la técnica han de
conocer otros compuestos proporcionadas por la presente invencion. Los
compusstos tamhign pusden conocerse con sus nombres de acuerdo con la
IUPAC, indicados en la Tabla 1.

- TABLA 1
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Compuest
Nomenclatura IUPAC Estructura
0
FIV-1 acido d-metoxi-2-[(9-ox0-9H-
fluoren-1-carbonil)-amino]-
benzoico
FIV-2 acido 2-metoxi-5-[(9-oxo-9H- (S
fluoren-1-carbonil)-amino]- 0"
henzoico 5 Oy-NH
0]
FIV-3 acido S-metoxi-5-[(9-oxo-9H- —O-. R
o-
fluoren-1-carbonil)-amino]- ==
_ Oy NH
benzoico \
) _ 0o
FIV-4 acido 4-metil-2-[(9-oxo-9H-fluoren- /F\ I
o-
1-carbonil)-amino]-benzoica ==
O -NH
\
. . 0O
FIV-& acido 2-metil-5-[(2-oxo0-9H-fluoren- L/J\\ k
, O
1-carbonil)-aminol-benzoico =
O\ NH
‘ F
FIV-6 2-fluoro-5-[(9-oxo-2H-fluoren-1- N
/ .
carbonil)-amino]-henzoico acido = ©

-
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FIV-7 acido 3-fluoro-3-[(9-oxo-9H-
fluoren-1-carbonil)-amino]-
benzoico
FIV-3 [1,3]naftiridin-4-ilamida de acido 9-
oxo0-2H-fluoren-1-carboxilico
\
' 0
FIV-9 acido  3-[(9H-flucren-1-carbonil)- (\\
o-
amino]-benzoico =
O§—NH
. . - o
FIV-10 acido 3-[(dibenzofuran-4-carhonil)- s L
o
aminn]-benzoico ==
- Oy—NH
hp
0
FIV-11 acido  3-[(9H-carbazol-1-carbonil)- //\\ I
o
aminao]-benzoico =
ON—NH
H
g
FIV-12 acido 2-[(9-tiowo-9H-fluoren-1- / 2 2
o
carbonil)-amino]-benzoico =
O NH
\
. - . O
FIV-13 acido 3-[(dibenzotiofen-4-carbonil)- /«/\\
o-
amino]-benzoico =
NH

&¥
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FIV-14

acido T-[(©-0x0-9H-fluoren-1-
carbonil)-amino]-benzo[1,3]dioxol-

S-carboxilico

FIV-15

Aacico A-[(9-0x0-9H-fluoren-1-
carbonil)-amino]-benzo[1,3]dioxol-

4-carboxilico

FIV-16

acido 4-hidroxi-3-[(9-ox0-9H-
fluoren-1-carbonil)-amino]-

benzoico

FIV-17

acido  1-metil-2-0xc-5-[(9-0x0-9H-
fluoren-1-carbonil)-aminol-1,2-

dihidro-piridin-3-carboxilico

FIV-13

acido 4-ox0-1-[2-0x0-2-(9-0x0-9H-
fluoren-1-il)-etil]-1,4-dihidro-piridin-

3-carboxilico

FIV-19

acido  4-oxo-1-{[(9-oxo-9H-fluoren-
1-carbonil)-amino]-metil}-1,4-

dihidro-piridin-3-carboxilico




-
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FIV-20

acido 2-oxo-1-{[(9-oxo-9H-fluoren-
1-carbonil)-amina]-metil}-1,2-

dihidro-piridin-3-carhoxilico

e

//N/

“—HNH

COOH

FIV-21

acido 1-{[(9-0x0-9H-fluoren-1-
carbonil)-amino]-metil}-1H-

imidazol-4-carboxilico

o

s

N

OOH

Flv-22

(5-hidroxi-4-0xo-4H-piran-2-
ilmetil)-amida de acido 9-oxo-9H-

fluoren-1-carboxilico

(3,5-dihidroxi-d4-0xo-4H-piran-2-
imetil)-amida de acido 9-oxo-9H-

fluoren-1-carboxilico

FIV-24

(5-hidroxi-1-metil-4-oxo-1,4-
dihidro-piridin-2-ilmetil)-amida  de=
acida 9-0x0-9H-flucren-1-

carboxilico

FIV-28

(5-hidroxi-4-0x0-1,4-dihidro-piridin-
2-ilmetil)-amida de acido 9-oxo-

9H-fluoren-1-carboxilico
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FIV-263

(3,5-dihidroxi-4-oxo-1,4-dihidro-
piridin-2-ilmetil)-amida de acido 9-

oxo-9H-fluoren-1-carboxilico

FIV-27

acido 2-hidroxi-5-[(9-0x0-9H-
fluoren-1-carbonil)-amino}-

benzoico

HO_

@, CaOH
6]

NH

FIV-25

acido 3 4-dihidroxi-5-[(9-0x0-9H-
fluoren-1-carbonil)-amino]-

bhenzoico

HO
\/ - COOH

HO —

FIV-29

acido (S)-amino-{3-[(9-0x0-9H-
fluoren-1-carbonil)-amino]-fenil}-

acético

Oy—NH
NH,
HOOG™

FIV-30

acido (R)-amino-{3-[(9-ox0-9H-
fluoren-1-carbonil)-amino]-fenil}-

acético

FIV-31

acido (8)-hidroxi-{3-[(9-ox0-9H-
fluoren-1-carbonil)-aminol-fenil}-

acético

|
HOOCT N @

Q. -NH

ate

1/
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FIV-32

acido (R)-hidroxi-{3-[(9-ox0-9H-
fluoren-1-carbonil)-amino]-fenil}-

acético

OH

HOOG /\Q

FIV-35

acidoe  2,3-dihidroxi-&-[(9-oxo-9H-
fluoren-1-carbonil)-amino]-

henzoico

FIV-34

acido 2-amino-5-[(9-oxo0-9H-
fluoren-1-carkonil)-amino}-

benzoico

CO0H

FIV-35

acido 2-hidroxi-&-[(3-ox0-9H-
fluoren-1-carbonil)-amino]-

benzoico

FIV-36

acido 2 4-dihidroxi-5-[(9-0x0-9H-
fluoren-1-carbyonil)-amino]-

benzoico

HO

H
/ N, COOH
%r

0 OsNH

a2e

FIV-37

acido d-amino-2-[(9-oxo-9H-
fluoren-1-carbonil)-amino]-

henzoico

12
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FIV-38 (4,6-dihidroxi-5-0x0-&H-
benzociclohepten-1-il)-amida  de
acido 9-oxo-9H-fluoren-1-
carboxilico
FIV-29 acido 2-hidroxi-3-[(9-oxo-SH- (\\ 1
0O
fluoren-1-carbonil)-amino}- =
OH
bhenzoico
. . . o
FIV-40 acido 2-amino-3-[(9-oxo-9H- (—\\
o-
fluoren-1-carbonil)-amino]- =
o NH,
. y3—NH
henzoico
. . . H o
FIV-41 (3-formil-d-hidroxi-fenil)-amida  de
acido dibenzotiofen-4-carboxilizo H
Oy—NH
gy
. -~ . . . - ‘ O
FIV-42 (S-formil-Z-hidroxi-fenil)-amida  de Z[/\\
H
acido dibenzotiofen-4-carboxilico Nl
o OH
NH
g
FIV-43 acido 2-hidroxi-3-[(9-ox0-9H-

fluoren-1-carbonil)-amino}-

henzoico

/ AR ] |
—
OH

. O
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FIV-46

(3-hidroxicarbamil-fenil)-amida de

( - OH
acido 9-ox0-9H-fluoren-1- = H
» Oy —NH
carhoxilico
’ . . o o~ -~ /
FIV-47 1-6xido de 2-hidroxi-5-((9-oxo-9H- o
N* "OH
fluoren-1- o
carboxamido)metil)piridina
y . -~ /
FIV-42 1-6xido de  Z-mercapto-A-((9-oxo- . |
“N* TsH
9H-fluoren-1- <')'
carboxamido)metil)piridina
, N COOH
FIV-49 acido 3-[(9-0x-9H-fluoren-1- / P
carbonil)-amino]-ftalico Ox, _NH COOH
. . - O
FIV-50 acido 2-[(9-ox0-2H-fluoren-1- HO
carbonil)-amino]-benzoico
Ox~NH
FIV-51 metil &ster de acido 3-[(9-0x0-9H-

fluoren-1-carbonil)-amino]-

bhenzoino

24
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FIV-52

metil éster de acido 2-hidroyi-5-[(9-
oxo-2H-fluoran-1-carbonil)-amina)-

henzoico

FIV-54

metil éster de acido 2-metil-2-[(9-
oxo-2H-fluoren-1-carbonil)-amino]-

benzoico

FIV-55

acido 2-metil-3-[(9-ox0-9H-fluoren-

1-carbonil)-amino]-henzoico

FIV-66

(S-niano-fenilj-amida de acido 9-

oxo-9H-fluoren-i-carboxilico

FIV-57

(G-sulfamil-fenil)-amida d= acido -

oxo-2H-fluoren-1-carboxilico

FIV-58

metil &éster de acido 4-metoxi-3-[(9-
oxo-9H-fluoren-1-carbonil)-amino]-

benzoico

FIV-59

acido 4-metoxi-3-[(9-oxo-9H-
fluoren-1-carbonil)-aminol-

benzoico

PAY
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FIV-G0 (Z-cloro-4-fluoro-fenil)-amida  de
acido Q-oxo-9H-fluoren-1-

carboxilico

FIV-51 fenilamida de  acido  9-oxo-9H-

flugren-1-carboxilico

FIV-62 (3-carbamil-fenil)-amida de  acido

S-oxo-9H-fluoren-1-carboxilizo

FIV-63 (3-metilcarbamil-fenib-amida  de O T

acido &-axo-SH-fluoren-1- Cﬂ/ﬁ/ “ VT
—

carboxilico

FIV-34 (4-nitro-fenil)-amida de acido ©-

ox0-9H-fluoren-1-carboxilico

FIV-35 (Z-dimetilamino-fznil)-amida de
acido S-an-9H-fluoren-1-
carboxilico

FIV-G& (3-metilsulfanil-fenil)-amida de
acido 9-0x0-9H-fluoren-1-

carboxilico
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FIV-&7 (3-trifluorometoxi-fenil)-amida  de
acido 9-oxo-9H-fluoren-1-
carhoxilico
FIV-G& (3-carbamimidil-fenil)-amida de
acido Q-oxo-GH-fluoren-1-
carboxilico
A o . . . 0. 0 H ?l
FIV-70 (2-cloro-4-ciano-fenil)-amida de :'k -/[»N._ BN
. |
acidc f-ox0-9H-fluoren-1- . T o
CldO On (= y. \ / i <~ 6N
m —
carboxilico =
FIV-74 i
o/
o} 0 H
H -
FlV-75 s M. /.\\ Ao
Q
L
| T
.~ NHy
Fl-1 5-furan-z-il-3-(3-metoxi-fenil)-

ciclohex-2-enona

o]
v
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0
Fl-2 5-(4-fluoro-fenil)-3-(3-metoxi-fenil)- Uj
ciclohex-2-enona | l/ >| i DCHy
F/ < <
FI-3 3-(B-metoxi-piridin-2-il)-2-metil- ﬁ
ciclopent-2-2nona [I
D
NNZ
OCHj4
. . . . H o
FVII-1 acido 3-[(bifenil-3-carbonil)-amino}- P A
~ OH
benzoico ,‘[\\ H\g:»l
1)
]
Z
. . . . H o
FVI-1 dcida 3-henzoilamino-henzoico S A
“ ‘J OH
N, NF
| =
. . H 0
FVI-2 metil  éster  de  acido 3| n - U
— [0 oo
benzoilamino-henzoico e
| ¥
. . e H 0
FVII-1 metil &ster de acido 3-(hifenild- | 5. N . 1L
carbonil)-amineo]-henzoico . s
. . H %
FV-1 metil &ster de acido 3-[(1H-Indol-7- L
. TR
carhonil)-amino]-bznzoico M s ot
AL

Y
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Fv-2 acido 3-[(1H-Indol-7-carbonil)- 0: ,'N' T

amino]-benzoico

Fli-1 HOOO. Hf\
“ / FH OM'

S

L. - e He/
Fll-2 acido 4-(3-metoxi-fenil)-2a,4,5,9b- | HooC. o *[——\
| H
tetrahidro-2H-ciclopenta[c]qguinolin- - ’I ‘N |\1
H
7-carboxilico 0
T

Fll-1 acido 4-[(antracen-9-ilmstilen)-

amina}-2-hidroxi-benzoico

c
L

N.
Z// [~ GOOH
\%//

FIV-71 acido 2-cloro-3-[(9-cxo-9H-fluoren-

1-carbonil)-amino]-benzoico

FIV-72 acido A-aming-2-[(9-oxo-9H-
fluoren-1-carbonil)-amino}-

NH,

benzoico
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FIV-72 acido 2-amino-5-[(9-0x0-9H-
fluoren-1-carbonil)-amino]-
henzoico
O
Fl-4 3-fenilciclohex-2-2nona
|
O
FI-5 3-piridin-3-il-ciclohex-2-=nona |
|
X
»
N
0
FI-6 A-dibenzofuran-4-il-ciclohex-2- I =
- oY,
enona ' X
=
O
FI-7 3-benzo[bjticfen-2-il-ziclohex-2- I
enona | S
|
0]
FI-2 3-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-ciclohex-
2-enona | N
\ IN
N
\
' )
FI-9 3-(A-metoxi-piridin-Z-il)-ciclohex-2- [
|
enona N
N _~
OCH;

§0O
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0]
FI-10 3-tiazol-2-il-ciclohex-2-enona I
| N
-
SJ
0]
Fl-11 3-tiofen-3-il-ciclohex-2-enona I
| |
\ N
S
0]
Fl-12 A-tiofen-2-il-ciclohex-2-enona 1
|
=
s/
@]
FI-13 3-furan-3-il-ciclohex-2-enona t
|
\ N
0]
: 0]
Fl-14 3-(B-metoxi-piridin-3-il)-2-metil- L
ciclopent-2-enona 1
7 N\
N=
OCHs
o)
FI-15 3-(3-metoxi-fenil)-ciclohex-2-2nona %
|
OCH;
0]
Fl-18 3-quinalin-B-il-ciclohex-2-enona I

N\
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0]
FI-17 3-(1H-Indal-5-il)-ciclohex-2-enana !
|
A\
N
H
0]
Fl-12 2-benza[1,3]dioxol-5-il-ciclohex-2- |JW
enona ( /|\ 20
)
0]
Fl-19 3-(3-hidroxi-fenil)-ciclohex-2-enona I
| OH
0]
Fl1-20 3-(1H-Indol-5-il)-5,5-dimetil- U\L
cic'ohex-2-enona \)\/\/l SN
UL
H
0]
Fl-21 3-(3-metoxi-piridin-2-il)-2-metil- l
ciciopent-2-enona 1
N/ A
Fi-22 2-metil-3-guinolin-6-il-ciclopent-2-
enona
0]
Fl1-23 2-metil-3-(1-metil-1H-pirazol-4-il)- .
ciclopent-2-enona |
!\
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O
Fl-24 Z-metil-3-piridin-3-il-ciclopant-2- l
enona 1
7 N\
N=
O
FI-25 3-(1H-Indol-5-il)-2-metil-ciclopent- L
2-¢nona 1
\
N
H
O
Fl-z& 3-dibenzofuran-4-il-5,5-dimetil- I o =
1. -e ) - g — ! / \ /
ciclohex-2-enona TN Y
| =
0]
F1-27 3-(2-metoxi-fenil)-ciclohex-2-enona |
| OCHs

B. Ejemplos de métodos de sintesis

[0190] A continuacién se describiran sjemplos de métodos para sintetizar
compuestos del tipo de la fluorenona. Las rzaccionss a continuacion son
conacidas por aguellos entrenados en la téonica, y se incluyen a modo de ejemplo,
pero no constituven una limitaciéon para los siguientes métodos. Como han de

apreciarlo aquellos entrenados en 1a téonica, hay alternativas para los siguientes

3]

métodos de sintesis.

Quimica a escala de laboratorio:

o 9 oH O\/rH W .ﬂ-\o_.f o Qs H ~_. ﬁ\OH
\/“\j a o\\\. N T/\/J/ b XX\/\L\ H\»//J

@\_Q /AL C}/“\/

= \ / \ /

Pasa a; unién amida

[0191] En un frasco de reaccidn fondo redondo de 100 ml, se agregd acido 9-

fluoroenon-1-carkoxilico (1,02 g, 4,55 mmol, 1 equiv.) y hexafluorofosfato de

R
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(benzotriazol-1-iloxi)-tris-(dimetilamino)fosfonio (BOP) (2,21 g, & mmol, 1,1 equiv.)
y CHCN (50 ml). Luego se agregd diisopropil etil amina (diPEA) (13,4 mmol, 2,38

ml, 3,0 equiv.) v la mezala de reaccion se tornd homogénea. Después de agitar
durant= & minutos a temperatura ambients, se agregé 3-aminobenzoato de metilo
(5 mmol, 0,73 g, 1,1 equiv.). La reaccion se monitored por TLC y LCMS. Una vez
completa la reaccion, el producto se separd por precipitacion. Los precipitados se
filtraron y se lavaron con CHaCl; y H20, para proparcionar &l producto deseado
con 91% de rendimiento.

Paso b separacién del éster metilico
[0192] En un fraszo de reaceidn de fondo redondo de 500 ml, se agregd 3-(9-oxo-

9H-fluoren-1-carboxamido)benzoato de metilo (1,51 g, 4,5 mmol, 1 equiv.),

LiOH-HoQ (0,57 g. 13,5 mmol, 3 equiv.) y THF: H-O (100 ml: 100 ml). La mezcla se
calentd a reflujo durante la noche. Una vez completada la reaccion, lo que se
monitored por TLC, se evapord el solvente, se diluyd la mezcla en CH:Cl: y se

acidificd con HCIE 0,5 M hasta que s< alcanzé un pH de 6. Después, el sdlido
precipitado se filtrd y s lavéd con CH:Cl; y H:O, para proporcionar &l producto
deseado con 95% de rendimiento.

Quimica del proceso:

TP
C O - - (') O\\‘ ‘N\ ) N )
x =, e S0

= g 2 : , _
RS LU/// — oA

Paso a: formacién de cloruro acido

[0193] En un frasco de reaccion de fondo redondo de 500 ml seco y pesado con
antelacién, equipado con una barra agitadora, se agregdé acido 3-[(9-oxo-9H-
fluoren-1-carbonil -aminc]-benzoice (88.7 mmol, 19.9 g) y cloruro de tionilo (200
ml). La me=zala se calentd a reflujo durante 2 horas. Una vez completada la
reaccién, 10 que se monitoreé por TLC, s= elimind el cloruro de tionilo por
destilacion. El sélido resultante se secé al vacio durante la noche para eliminar las
cantidades traza de cloruro de tionilo y proporcionar €l cloruro acido en bruto con

97% de rendimisnto.

&4
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Paso b: formaciér del enlace amida a través del cloruro acido
[0194] A una solucion agitada de acido 3-aminobenzoico (13,4 g, 97,6 mmol, 1,1
equiv.) v tristilamina (44,9 ml, 222 mmol, 3,3 =quiv.) disuelta en 120 ml de CH-Cl-

seco a 0°C s e agrago por got2o una solucién de cloruro de 9-oxo-9H-fluoren-1-
carbonilo (55,7 nmaol, 1 aquiv.) =n 120 ml de CH:Cl: seco. Se continud con la
agitacion a 0°C par 1 hora, y luggo a temperatura ambiente por 3 horas. Una vez
completa la reaccion, la mezola de reaccion se diluyd con 100 mol de CH-Cl- y se
acidifico con HCI 2 N hasta que s alcanzé un pH de 3. El precipitado se filtrd, se
lavd con Ha0 'y CH:Clo, y s& serd para proparcionar &l producto deseado con 94%
de rendimiento.
[0195] Si bien los anteriores son gjemplas de métodos, las compoesiciones de la
presente invencion, y cualquier derivado de ellas que sea funcionalmente activo,
podran okitenerse con cualquier medio apropiado. En realizaciones especificas, los
derivados se sirtetizan. Para la sintesis quimica de los derivados pueden
emplearss técnicas bien conocidas y materiales de partida de facil acceso. Estas
transformaciones de sintesis pueden incluir, sin limitaciones, pasos de proteccion,
desproteccion, oxidacion, reduccion, unidn de C-C cruzados catalizada con
metales, unidén de Heck o union de Suzuki (véass, por gjemplo, March’s Advanced
Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms, and Structures, &% edicion, John
Wiley and Sans, por Michael B. Smith y Jerry March, incorporado en la presente
documentacién a meoddo de referencia &n su totalidad)

Tratamienios de combinacién

[0196] En una realizacién, los compusstos de la invencién pueden usarse en
combinacién con otros tratamientos. A continuacion se describiran ejemplos de
tratamientos de combinacién; sin embargo, aquellos entrenados en la técnica han
de conocer otros tratamientos que podrian aplicarse en combinacion con la
prasente invencién para proporcionarle un tratamiento adicional al sujeto.

A. Antibacterianos

[0197] Los antibacterianos gensralmente s= usan para reducir o prevenir la
infeccion. Los ejemplos no limitatives de antibacterianos incluyen antibidticos

antibacterianos,  antibacterianos  sintéticos,  antibacterianos  leprostaticos,
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antibacterianos  contra  rickettsias,  antibacterianos  tuberculostaticos, o
combinacionss oz éstos. Los antibidticos son bien conocidos en la técnica, y
aquellos entrenados en 1a téeonica han de conocer cuales antibidticos usar
dependiendo de diversos factores conocidos, tales como el tipo de patégeno o la
localizacidn de la infeccidon, por gjemplo. El tratamiento de una enfermedad con
sintomas de diarrea con antibiéticos también puede estar contraindicado, ya que
‘esto pueds resultar en infecciones subsiguientes, por ejemplo, con Clostridiam
difficile u otras bacterias, levaduras u hongos resistentes a multiples drogas.
Aquellos entrenados en la técnica han de conocer el tratamiento correcto. A
continuacién, se presentaran ejemplos de antibacterianos.

a) Antibidticos antibacterianos

[0198] Loz sjemplos no limitativos de antibidticos antibacterianos incluyen un
aminoglicosida  (por  &jemplo, amikacina, apramicina, arb2kacina, una
hambermicina,  butirosina,  dibekacina,  dihidrostreptomicina, una fortimicina,
gentamicina, isepamicina, kanamicina, micronomicina, neomicina undecilenato,
netilmicina,  paromomicina,  ribostamicina,  sisomicina,  espe&ctinomicina,
estreptomicina,  streptonicozid, tobramicina), un anfenol (por ejemplo,
azidanfenicol, cloranfenicol, palmitato de cloranfeniclol, pantotenato de
cloranfenicol, florfenicol, tianfenicol), una ansamicina (por ejemplo, rifamida,
rifampina, rifamicina, rifaximina), una p-lactama (por ejemplo, un carbapenem, una
cefalosforina, una cefamicina, una monobactama, un oxacefem, una penicilina),
una lincosamida (por ejemplo, clindamicina, lincomicina), un marcélido (por
egjemplo, azitromicina, carbomicina, claritromicina, acistrato de eritromicina,
estolate de  enifromicina,  glucoheptonato  de  eritromicina, lactobionato  de
eritromicina, lactobionato de eritromicina, propionato de eritromicina, estearato de
eritromicina, josamicina, lzucomicina, midecamicina, miokamicina, oleandomicina,
primicina, primicina, rokitamicina, rosaramicina, roxitromicina, &spiramicina,
troleandomicina),  polipéptidos  (por  =jemplo, amfomicina, bacitracina,
capreomicina, colistina, enduracidina, enviomicina, fusagungina, una gramicidina,
una gramicidina 8, mikamicina, polimixina, acido polimixin B-metansulfonico,

pristinamicina, ristoceitina, teicoplanina, tiostreptona, tuberactinomicina, tirocidina,
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tirotricina, vancomicina, viomicina, pantotenato de  viomicina, virginiamicina,
hacitracina de cinc), tetraciclina (por ejemplo, apiciclina, clortetraciclina,
clomociclina, demeslociclina, doxiciclina, guamecicling, limeciclina, meclociclina,
me&taciclina, minacicling, oxitetraciclina, penimzpiciclina, pipaciclina, rolitetraciclina,
sanciclina, senoaciclina, tetraciclina) o un antibidtico antibacteriano miscelaneo (por
ejemplo, ciclos=rina, mupirocina, tuberina).

[0199] Los ejemolos no limitativos de una p-lactama de carbapenem incluyen
imipenem. Los gjemplos no limitativos de una f-lactama de cefalosporina incluyen
cefaclor, cefadroxil, cefamandol, cefatrizina, cefazedona, cefazolina, cefixima,
cefmenoxima, c=fodizima, cefonicid, cefoperazona, ceforanida, cefotaxima,
cefotiam, cefpimizol, cefpiramida, proxetil cefpodoxima, cefroxadina, cefsulodina,
ceftazidima, cefteram, cftezol, ceftibuten, ceftizoxima, ceftriaxona, cefuroxima,
cefuzonam, cephacetril sodio, cefalexina, cefaloglicina, cefaloridina, cefalosporina
C, cefalotina, cefapirin sodio, cefradina y piveefalexin. Los gjemplos no limitativos
de una p-lactama de cefamicina incluyen cefbuperazona, cefmetazol, cefminox,
cefotetan y cefoxitin, Los gjemplos no limitativos de una f-lactama de monobactam
incluyen aztreonam, carumonam y tigemonam. Los ejzmplos no limitativos de una
p-lactama de oxacefem incluyen flomoxef y moxolactama. Los ejemplos no
limitativos de una p-lactama de  penicilina  incluyen amidinocilina, pivoxil
amdinocilina, amoxicilina, ampicilina, apalcilina, aspoxicilina, azidocilina, azlocilina,
bacampicilina, acido bencilpenicilinico, b=ncilpenicilina  sodio, carbenicilina,
carfecilina sodio, carindacilina, clometocilina, cloxacilina, ciclacilina, dicloxacilina
difenicilin  sadie, epicilina, fenbenicilina, floxacilina, hetacilina, lenampicilina,
meatampicilina, meticilina sodio, mezlocilina, nafcilina sodio, mezlocilina, nafcilina
sodio, oxacilina, penameciling, hidridida de penetamato, penicilina G benetiamina,
penicilina G benzatina, penicilina G benzhidrilamina, penicilina G calcio, penicilina
G hidrabamina, pznicilina G potasic, penicilina G procaina, penicilina N, penicilina
O, penicilina V, penicilina V benzatina, penicilina V hidrabamina, penimepiciclina,
feneticilina potasio, piperacilina, pivampicilina, propicilina, quinacilina, sulbenicilina,

talampicilina, temaocilina y ticarcilina.
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b) Antibacterianos sintéticos

[0200] Los sjemplos no limitativos de antibactsrianos sintéticos incluyzn 2,4-
diaminopirimidinas  (por  ejemplo,  brodimoprim,  tetroxoprim,  trimetoprim),
nitrofuranas (por =jemplo, furaltadona, cloruro de furazolio, nifuradeno, nifuratel,
nifurfolina, nifurpirinol, nifurprazina, nifurtoinol, nitrofurantion), quinclonas 'y
analogns de quinona (por ejemplo, amifoxacina, cinoxacina, ciprofloxacina,
levofloxina, difloxacina, enoxacina, fleroxacina, flumequina, lomefloxacina,
miloxacina, acido nalidivicn, norfloxacina, ofloxacina, acido oxolinico, pefloxacina,
acido pipemidico, acido piromidico, rosoxacina, temafloxacina, tosulfoxacina),
sulfonamidas (por ejemplo, acetil  sulfamehtoxipraxina, acetil sulfisoxazol,
azosulfamida, hencilsulfamida, cloramina-B, cloramina-T, dicloramina T,
formosulfatiazol, N-formilsulfisomidina, N“-[S-D-gIucosilsulfanilamida, mafenida, 4'-
(metilsulfancil)sulfanilamida, p-nitrosulfatiazol, ftalilsulfacetamida, ftalilsulfatiazol,
salazosulfadimidina, suscinilsulfatiazol, sulfabenzamida, sulfacetamida,
sulfaclorpiridazina, sulfacrisoidina, sulfacitina, sulfadiazina, sulfadicramida,
sulfadimetoxina, sulfadoxina, sulfaetidol, sulfaguanidina, sulfaguanol, sulfaleno,
acido  sulfaldvico, sulfamerazina, sulfaméter, sulfametazina, sulfametizol,
sulfametomidina, sulfametoxazal, sulfametoxipiridazina, sulfametrol,
sulfamidocrisoidina, sulfamoxol, sulfanilamida, sal de trietanolamina de acido
sulfanilamidometansulfénico, acido 4-sulfanilamidosalicilico, N*-
sulfanililsulfanilamida, sulfanililurea, N-sulfanilil-3,4-xilamida, sulfanitran,
sulfaperina, sulfaienazol, sulfaproxilina, sulfapirazina, sulfapiridina, suifasomizol,
sulfasimazina, sulfatiazol, sulfatiourea, sulfatolamida, sulfisomidina, sulfisoxazol),
sulfonas (acedapsona, acediasulfona, acetosulfona  sodio, dapsona,
diatimosulfona, glucosulfone sodio, solasulfona, succisulfona, acido sulfanilico, p-
sulfanililbencilamina,  p,p’-sulfonildianilin-N,N'diagalactosida, sulfoxona sodio,
tiazolsulfona), y antibacterianos sintéticos miscelaneos (por e€jemplo, clofoctol,
heredina, metenamina, anhidrometilen-citrato de metsnamina, hipurato de
metenamina, mandelato  de  metenamina, sulfosalicilato de  metenamina,

nitroxolina, xibornol).
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c) Antibacterianos leprostaticos

[0201] Los sjemplos no limitativos de antibacterianos  leprostaticos incluyen
acedapsona, acetosulfona  sodio, clofazimina, dapsona, diatimosulfona,
glucosulfona soclio, acido hidnocarpico, solasulfona, succisulfona y sulfoxona
sodio.

d) Antibacterianos contra rickettsias

Los ejemplos no limitativos de antibacterianos contra rickettsias, también
conocidos como antirickettsianos, incluyen acido p-aminohenzoico, cloranfenicol,
palmitato de cloranfenicol, pantotenato de cloranfenicol y tetraciclina.

&) Antibacterianos tuberculostaticos

[0202] Los gjemplos no limitativos de antibacterianos tuberculostaticos incluyen
Acido p-aminosalicilico, acido p-aminosalicilico, hidrazina, benzoilpas, acido 5-
romosalicilhidroxamico, capreomicina, <lofazimina, ciacetacida, cicloserina,
dihidroestrptomicina, enviomicina, =tambutol, etionamida, acido 4'-
formilsuccinanfilizo, tiosemicarkbvazona, furonazida, gliconiazida, isobutol,
isoniazida, metansulfonato de isoniazid, morfazinamida, opiniazida, parsiniazida,
amincsalicilato  de  fenilo, protionamida, pirazinamida, rifampina, salinazida,
estreptomicina, subatizona, sulfoniazida, tiacetazona, tiocarlida, tuberactinomicina,
tubercidina, tubetin verazide, viomicina y pantotenato de vicmicina.

B. Antiinflamatorios

[0203] Los agent=s antiinflamatorios son agentes que disminuyen las sefiales y los
sintomas de la inflamacién. Aquellos entrenados &n la técnica han de conocer una
amplia variedad de agentes antiinflamatorios. Los agentes antiinflamatorios de uso
mas comdn son los agentes antiinflamatorios no esteroidales (NSAID), que operan
inhibiendo la produccion de prostaglandinas. Los ejemplos no limitativos incluyen,
ibuprofeno, cstoprofeno, piroxicam, naproxeno, naproxeno sodio, sulindac,
aspirina, subsalicilato de colina, diflunisal, oxaprozin, diclofenac sodio de liberacion
demorada, diclofenac potasic de liberaciéon inmediata, etodolac, cetorolac,
fenoprofeno, flurbiprofeno, indometacina, fsznamatos, meclofenamato, acido
mefenamico, nabumsatona, oxicam, piroxicam, salsalato, tolmetina y salicilato de

magnasio. Otro grupo de agentes  antiinflamatorios comprende los  agentes
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antiinflamatorios  potentes  hasados en  esteroides, por ejemplo, los
corticosteroides, por ej=mplo, y sin limitaciones, dexametasona, hidrocortisona,
metilprednisolona,  prednisona  y  triamcinclona.  Varios de estos agentes
antiinflamatorios zstan disponibles hajo nombres comerciales hien conocidos, por
gjemplo, los NSAID qgue comprendsn ibuprofeno incluyen Advil, Motrin 1B, Nuprin;
los NSAID que comprenden acetaminofznos incluyen Tylenol; los NSAID que
comprenden naproxeno incluyen Alzve.
C. Drogas aritidiarreicas
[0204] Es posible usar cualquier droga antidiarreica en combinacion con la
presente invencion. Los ejemplos de drogas antidiarreicas incluyen loperamida,
subnitrato de bisrnuto, subcarbonato de hismuto o cloruro de herberina, bisacodilo,
hiréxido de magnesio, loperamida, difenaxilato, y dioctil sulfosuccinato de sodio.
D. Otros
[0205] Aquellos entrenados en la técnica han de conocer otros tratamientos
especificos y drogas adicionales que podran usarse con la presente invencion. En
una realizacion, la invencidon comprende ademas drogas inhibidoras de LT. En una
realizacién especifica, la droga inhibidora de LT se selecciona del grupo que
consiste en bastatina, captopril, adefovir, y cualquier combinacién de éstas.

Preparaciones farmacéuticas

[0206] Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién comprenden
una cantidad eficaz de uno o mas de compuestos reivindicados en la invencién,
evantualmente junto con agentss adicionales, disuelto o dispersado en un vehiculo
aceptable para el uso farmacéutico. La frase "aceptable para el uso farmacéutico o
farmacologico” hace referencia a entidades moleculares y composiciones que no
producen una reaccién adversa, alérgica o de ofra naturaleza cuando se las
administra a un animal, tal como, por ejemplo, un ser humano, seglin sea
apropiado. La preparacién de una composicidon farmacéutica que contiene al
menos uno de los compuestos de la invencion o un ingrediente activo adicional ha
de ser conocida por aguellos entrenados en la técnica al tomar en consideracion la
presents  descripcion, y se presentan ejemplos de dicha preparacién  en

Remington's Pharmaceutical Sciences, 152 edicién. Mack Printing Company, 19%0,

20



80

incorporada en la presente documentacién a modo de referencia. Mas aln, para la
administracion a animales (por ejemplo, seres humanos), ha de comprenderse que
las preparaciones deberan satisfacer regulaciones de esterilidad, pirogenicidad,
seguridad general y pureza, tal como lo requiere la Oficina de Regulaciones
Biolégicas de la FDA.

[0207] Como se lo usa en la pres=nte documentacién, un "vehiculo aceptable para
el uso farmacéutico”  incluye  cualquier  solvents, medio de  dispersion,
recubrimiento, agente  tensicactivo, antioxidante, preservante  (por ejemplo,
agentes antibactzrianos, agentes antifingicos), agente isotdnico, agente para
demorar la absorcion, sal, preservante, droga, estabilizador de drogas, gel,
aglutinants, excipiente, agente desintegrador, lubricante, agente edulcorante,
agente saborizante, colorante, y materiales similares y combinaciones de éstos,
como ha de ser conocido para aquellos entrenados en la técnica (véase, por
gjemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 18 edicién. Mack Printing
Company, 1990, pp. 1239-1329, incorporado en la presente documentacion a
modo de referencia). Excepto cuando un vehiculo convencional sea incompatible
con el ingredieite activo, se contemplard su uso en las composiciongs
farmaceuticas.

[0208] El compuesto de la invencidn puede comprender distintos tipos de
vehicules, dependiendo de su forma de administracién, es decir, en forma sélida
liquida o de acrosol, y si serd necesario que sea estéril para rutas de
administracion tales comao la inyeccidn. La presents invencién pueds administrarse
por via intravenosa, intradérmica, transdérmica, intratecal, intraarterial,
intraperitoneal, intranasal, intravaginal, intrarrectal, tdpica, intramuscuiar,
subcutanea, mucesal, oral, tépica, local, por inhalacién (por ejemplo, por
inhalacién de aerosol), inyeccion, infusion, infusién continua, perfusion localizada
para baiar dirzotamente las células blanco, a través de un catéter, a través de un
lavado, &n cremas, en composiciones lipidicas (por gjemplo, liposomas), o con
cualguier otro método o cualquier combinacién de los anteriores que sea conocida

para aquellos entrenados en la técnica (véase, por ejemplo, Remington's
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Pharmaceutical Sciences, 132 edicion. Mack Printing Company, 1990, incorporado
en la presents documentacion a modo de referencia).

[0209] La compasicion de la invencién puede formularse en una composicién en
forma de base likre, en una forma neutra o en forma de sal. Las sales aceptables
para el uso farmacéutico incluyen las sales de adicion acida, por ejemplo, aquellas
formadas con los grupos amino libres de una composicién proteica, o aquellas que
se forman con Zcidos inorganicos tales como, por gemplo, acido clorhidrico o
fosforico, o Aacicios organicos tales como acido acético, oxalico, tartarico o
mandélico. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres también pueden
derivar de bases inorganicas, tales como, por egjemplo, hidréxidos de sodio,
potasio, amonio, calcio o férricos; o hases organicas tales como isopropilamina,
trimetilamina, histidina o procaina. Una vez formuladas, las soluciones se
administraran de una manera compatible con la formulacion a dosificar, y en una
cantidad que sca sfectiva para = usc terapéutico. Las formulaciones se
administran facilmente en una variedad de formas de dosificacion, tales como
aquellas formuladas para una administracion parenteral como soluciones
inysctables, o aerosoles para una administracion pulmonar, o pueden formularse
para una administracion por via alimentaria, tal como en forma de capsulas
liberadoras de drogas, y semejantes.

[0210] Ademas, de acuerdo con la presente invencion, se proporciona una
composicion de la presente invencion que es apropiada para la administracién en
un vehiculo aceptable para &l uso farmacéutico, con o sin un diluyente inerte. El
vehiculo deberia ser asimilablez, & incluye vehiculos liquidos, semisdlidos, es decir,
pastas, o sélidos. Excepto cuando el medio, el agente, el diluyente o el vehiculo
convencional sea perjudicial para el receptor o la =fectividad terapéutica de la
composicion contenida en él, su use en la composicién para administracion que se
empleara en la practica de los métodos de la presente invencién ha de ser
apropiada. Los ejemplos de vehiculos o diluyentes incluyen grasas, aceites, agua,
solucionss  salinas, lipidos, liposomas, resinas, aglutinantes, rellenos, vy
semejantes, o combinaciones de éstos. La composicién también puede

comprender diversos antioxidantzs para demorar la oxidacién de uno o mas
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componentes. Acicionalments, &s posible efactuar la prevencién de la accion de
los microorganismos con  preservantes, tales como  diversos  agentes
antibacterianos v antifangicos, incluyendo, sin limitaciones, parabenes (por
gjemplo, metilparabenes, propilparabenes), clorobutanol, fenol, acido soérbico,
timerosal, o combinaciones de éstos.
[0211] De acuerclo con vla presente invencion, la composicion se combina con el
vehiculo de cualquier manera conveniente y practica, es decir, por solucion,
suspension, emulsificacion, mezcla, encapsulacion, absorcion, y semejantes.
Estos procedimientos son de uso comun para aquellos entrenados en la técnica.
[0212] En una rzalizacidn especifica de la presente invencion, la composicién se
combina o se mezcla exhaustivamente con un vehiculo semisélido o sélido. La
mezcla puede efectuarse de cualquier manera conveniente, tal como por
trituraciéon. Tambizn pueden agregarse agentes estabilizadores en el proceso de
mezcla para protager la composicion de la pérdida de actividad terapéutica, es
decir, la desnaturalizacién en el estémago. Los gjemplos de estabilizadores para
usar en una compaosicion incluyen amortiguadores, aminoacidos tales como glicina
y lisina, hidratos 1= carbono, tales como dextrosa, manosa, galactosa, fructosa,
lactosa, sacaresa, maltosa, sorbitol, mannitol, etcétera.
[0213] En otras realizaciones, la presente invencidn puede relacionarse con el uso
de un vehiculd farmacéutico lipidico para las composiciones que incluyen un
CcoOmMpUesto y/o una composicion de la invencién, uno o mas lipidos, y un solvente
acuonso. Como se lo usa en la presente documentacion, el término “lipido” incluye
cualquiera de una amplia varizdad de sustancias que tipicamente son insolubles
en agua y pueden extraerse con un solvente organico. Esta clase amplia de
compuestos son bien conocidos por aquellos entrenados en la técnica, y tal como
el término “lipido” se usa en la presente documentacion, no se halla limitado a una
estructura en particular. Los ejemplos incluyen compuestos que  contienen
hidrocarburos aliféticos de cadena larga y sus derivados. Un lipido puede ser de
ocurrencia natural o sintético (es decir, puede haber sido disefiado o producido por
el hombrs). Sin embargo, un lipido cominmente es una sustancia biologica. Los

lipidos bicldgicos son bien conocidos en la técnica, € incluyen, por gjemplo, grasas
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neutras, fosfolipidos, fosfoglicéridos,  esteroides,  terpenos,  lisolipidos,
glicoesfingolipidos, glicolipidos, sulfatidos, lipidos con &ter y acidos grasos con
enlaces éster, y lipidos polimerizables, y combinaciones de éstos. Por supuesto,
los compuestos distintos de aquellos descriptos en la presente documentacion,
que también sean conocidos por aquellos entrenados en la técnica como lipidos,
estaran incluidos igualmente en las composiciones y los métodos de la presente
invencién.

[0214] Aqusllos entrenados en la técnica han de conocer una amplia variedad de
procedimientos qus pueden emplsarse para dispersar una composicion &n un
vehiculo lipidico. Por gjemplo, =l compuesto de la invencidn puede dispersarse en
una solucion que contiene un lipido, puzde disolverse con un lipido, emulsionarse
con un lipido, mezclarse con un lipido, combinarse con un lipido, unirse de forma
covalent= a un lipida, contenerse como una suspensién en un lipido, contenerse o
unirse en complejos con una micela o un liposoma, o asociarse de otro modo con
un lipido o una estructura lipidica, por cualquier medio conocido por aquellos
entrenados en lz técnica. La dispersion puede resultar o no en la formacion de
liposomas.

[0215] La cantidad dosificada real de una composicion de la presente invencion
administrada a un paciente animal puede determinarse sobre la base de factores
fisicos y fisiolégicos, tales como el peso corporal, la severidad de la condicion, el
tipo de enfermredad a tratar, las intervenciones terapéuticas previas o
concurrentes, la idiopatia del paciente y la ruta de administraciéon. Dependiendo de
la dosificacién y la ruta de administracién, la cantidad a administrar de una
dosificacién preferida y/o una cantidad eficaz puede variar de acuerdo con la
respuesta del sujeto. En cualquier caso, el médico a cargo de la administracion
determinara la concentracion de los uno o mas ingredientes activos en una
composicion, y la o las dosis apropiadas para el sujeto individual.

[0216] En deterrinadas realizacionss, las composiciones farmacéuticas pueden
comprender, por gemplo, al menos aproximadamente 0,1% de un compuesto
activo. En otras realizacionss, el compuesto activo puede constituir entre

aproximadaments 2% y aproximadamsntse 75% del peso de la unidad, o entre
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aproximadaments: 25% y aproximadamente 605, por ejemplo, y cualquier rango
derivado de dichos valores. Naturaimente, la cantidad de los uno o mas
compuestos activos en cada compaosicion de utilidad terapéutica podra fijarse de
modo tal que se obtenga una dosificacién apropiada en cualquier dosificacion
individual dada del compuesto. Cuando preparen dichas formulaciones
farmacéuticas, acuellos entrenados en la técnica han de contemplar factores tales
como la solubilidad, la biodisponikilidad, la vida media bioldgica, la ruta de
administracién, la vida de almacenamiento del producto, y también otras
consideraciones farmacologicas, por lo que pusde ser deseable una variedad de

dosificaciones y regimenes de tratamiento.

[0217] En otros ejemplos no limitativos, una dosis también puede comprender

entre aproximadaments 1 microgramo/kg/peso  corporal, aproximadamente S
microgramos/kg/peso  corporal,  aproximadamente 10 microgramos/kg/peso
corporal, aproximadaments 50 microgramos/kg/peso corporal, aproximadamente
100 microgramos/kg/peso corporal, aproximadamente 200 microgramos/kg/peso
corporal, aproximadamente 350 microgramos/kg/peso corporal, aproximadamente
500 microgramos/kg/peso  corporal, aproximadamente 1 miligramo/kg/peso
corporal, aproximadamente 5 miligramos/kg/peso corporal, aproximadamente 10
miligramaos/kg/jpeso corporal, aproximadamente 50 miligramos/kg/peso corporal,
aproximadamente 106 miligramos/kg/peso  corporal, aproximadamente 200
miligramos/kg/peso corporal, aproximadamente 350 miligramos/kg/peso corporal,
aproximadaments 500 miligramos/kg/peso corporal, y aproximadamente 1000
mg/kg/pesco corporal, o mas, por administracion, y cualquier rango que derive de
los valores anteriores. En gjemplos no limitativos de un rango que deriva de los
valores indicados en la presente documentacion, puede administrarse un rango de
entre  aproximadamente 5 mg/kg/peso corporal 'y aproximadamente 100
mg/kg/peso corporal, entre aproximadamente 5 microgramos/kg/peso corporal y
aproximadaments 500 miligramos/kg/peso corporal, etcétera, sobre la base de las

cantidades descriptas con anterioridad.
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A. Composiciones y formulaciones alimenticias

[0218] En determinadas realizaciones de la presente invencion, los compuestos
de la invencién se formulan para administrarlos a través de una ruta alimentaria.
Las rutas alimentarias incluyen todas las rutas de administracion posibles donde la
composicion  s&  halla =n contacto directo con el tracto alimentario.
Especificamente, las composiciones farmacéuticas descriptas en la presente
documentacion pueden administrarse por via oral, bucal, rectal o sublingual. Por lo
tanto, estas composiciones pueden formularse con un diluyente inerte o un
vehiculo comestible asimilable, pueden encerrarse en capsulas de gelatina duras
o blandas, pueden comprimirse en tabletas, o pueden incorporarse directamente
en la alimentacién que constituys la dieta.

[0219] En detzrminadas realizaciones, los compuestos activos pueden
incorporarse con excipientes y usarse en forma de tabletas ingeribles, tabletas
bucales, pastillas, capsulas, slivires, suspensiones, jarabes, grageas, y
semejantes (Matiowitz &t al.,, 1997; Hwang et al., 1993; Patentes de los EEUU N°
EG41516, BR30579 y G792451, cada una incorporada especificamente en la
presente documentacion a modo de referencia en su totalidad). Las tabletas, las
pastillas, las pildoras, las capsulas, y semejantes, también pueden contener los
siguientes ingradient=: un aglutinante, tal como, por ejemplo, goma tragacanto,
acacia, almidén de maiz, gelatina, o combinaciones de &stos; un excipiente, tal
como, par ejemplo, fosfato de dicalcio, manitol, lactosa, almidén, estearato de
magnesio, sacarina de sodio, celulosa, carbonato de magnesio, o combinaciones
de 0%; un agente desintegrador, tal como, por ejemplo, almidén de maiz,
almidon de papa, acido alginico, o combinacionss de éstos; un lubricante, tal
como, por gjemplo, estearato de magnesio; un agente edulcorante, tal como, por
gjemplo, sacarosa, lactosa, sacarina, o combinaciones de éstos; un agente
saborizante, tal como, por gjemplo, menta salvaje, aceite de gaulteria, sabor a
cereza, sabor a naranja, etcétera. Cuando la forma de dosificacion i‘ndividual es
una capsula, ademas de los materiales del tipo anterior, puede contener un
vehiculo liquido. Pusde haber presentes otros materiales diversos, tales como

recubrimientos o materiales de otro tipo, para modificar la forma fisica de la dosis
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individual. Por gjemplo, las tablstas, las pildoras o las capsulas pueden estar
recubiertas con goma laca, azdcar, © ambas. Cuando la forma de dosificacion es
una capsula, ad=mas de los materiales del tipo anterior, puede contener vehiculos
tales como un vehiculo liquido. Las capsulas de gelatina, las tabletas o las
pildoras pueden tener un recubrimiento entérico. Los recubrimientos entéricos
previenan la desnaturalizacion de la composicién en =l estdmago o la primera
porcion del intestine, dond=s =l pH es acido. Véase, por gjempio, la Patente de los
EEUU N° 53290)1. Una vez que alcanzan el intestino delgado, el pH hasico
disuelve &l recubrimiento y permite que la composicion sea liberada y absorbida
por células aspecializadas, por ejemplo, enterocitos epiteliales y células M de
Peyer. Un jarabe o un elixir puede contener &l compuesto activo, sacarosa como
agente edulcorants, metil y propilparabenes como preservantes, un colorante y un
saborizante, tal como sabor a cereza o naranja. Por supuesto cualquier material
usado en la preparacion de las formas de dosificacion deberia ser puro desde el
punto de vista farmacéutico y sustanciaimente no téxico en las cantidades
empleadas. Ademas, los compuestos activos pueden incorporarse en
preparaciones y formulaciones de libsracion sostenida.

[0220] Para la administracion oral, las composiciones de la presentz invencion
pueden incorporarse come alternativa con uno 0 mas excipientes, en forma de un
lavado bucal, un dentifrico, una tableta bucal, un rocio oral o una formulacién oral
de administracién sublingual. Por sjemplo, puede prepararse un lavado bucal
incorporando el ingrediente activo en la cantidad requerida en un solvente
apropiado, tal corne una solucién de borato de sodio (solucion «:lé Dobell). Como
alternativa, &l ingrediznte activo puede incorporarse en una solucién oral, tal como
una que contizne borato de sodio, glicerina y bicarbonato de potasio, o puede
dispersarse =n un dentifrico 0 agregarse en una cantidad eficaz para el uso
terapéutico a una composicion que pusde incluir agua, aglutinantes, abrasivos,
agentes zaborizantes, agentes espumantes y humectantes. Como alternativa, a
las compaosiciones puede darsele la forma de una tableta o una solucion que

puede colocarse bajo la lengua o disolverse en la boca de otro modo.
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[0221] Otras formulaciones que son apropiadas para otros modos de
administracién alimentaria incluyen los supositorios. Los supositorios son formas
de dosificacién solidas con diversos pesos y formas, que cominmente s& medican
para insertarlas €1 =l recto. Una vez insertados, los supositorios se ablandan, se
funden o se disuelven en los fluidos &n la cavidad. En general, para los
supositorios, los.  vehiculos  tradicionales  pueden incluir, por ejemplo,
polialguilenglicoles, triglicéridos, o combinaciones de éstos. En determinadas
realizaciones, los supositorios puesden prepararse a partir de mezclas que
contienen, por e&jemplo, el ingrediente activo en un rango de entre
aproximadamente 05% y aproximadamente  10%, y en determinadas
realizacionas, entre aproximadamente 1°% y aproximadamente 2%,
B. Composiciones y formulaciones parenterales
[0222] En otras realizaciones, €l compuesto de la invencion puede administrarse a
través de la ruta parenteral. Como s lo usa en la presente documentacion, el
término  “parenteral”  incluye  rutas que  atraviesan el tracto  alimentario.
Especificamente, las composiciones farmacéuticas descriptas en la presente
documentacién plieden administrarse, por ejemplo, pero sin limitaciones, por via
intravenosa, intradérmica, intramuscular, intraarterial, intratecal, subcutanea o
intraperitonzal. Patentes de los EEUU N® 8313308, 54533438, 5543168, 5641518 y
A300233 (cada una incorporada especificaments en la presente documentacion a
modo de referencia en su totalidad).
[0223] Pueden prepararse soluciones de los compuestos activos como hases
libres o sales aceptables para el uso farmacolégico en agua mezclada
apropiadamentz con un agente tensioactive, tal comio hidroxipropilcelulosa.
También pueden prepararse dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos, y
mezclas de éstos, y en aceites. Bajo condiciones de almacenamiento y uso
convencionales, astas preparaciones conticnen un preservante para prevenir 2l
desarrcllo de microorganismos. Las formas farmacéuticas apropiadas para el uso
inyactable incluyen soluciones o dispersionss acuosas estériles, y polvos estériles
para la preparacion extemporansa de soluciones o dispersiongs inyectables

estériles (Patents: de los EEUU N® 5466463, incorporada especificamente en la
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presente documentacién a modo de referencia en su totalidad). En todos los

0s, la forma dzbe ser estéril y fluida para que sea facil de inyectar. Debe ser
estable hajo las condiciones d= fabricacidon y almacenamiento, y debe preservarse
contra la accion contaminants de microorganismos tales como bacterias y hongos.
El vehicule puade ser un solvente ¢ un medio de dispersién que contiene, por
ejemplo, agua, =tancl, policl (es decir, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol
liquido, y semsjantes), mezalas apropiadas de éstos, y/o aceites vegetales. Es
posible mantener una fluidez apropiada, por ejemplo, usando un recubrimiento tal
como lecitina, manteniendo el tamano de particula requerido en 2l caso de una
dispersién, y usando agentes tensioactivos. La accion de los microorganismos
puede prevenirse: con diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por
gjempln, parabenes, clorobutanal, fenol, acido sérbico, timerosal, y semejantes. En
muchos casos, pueden usarse agentes isotonicos, por €jemplo, azucaras o cloruro
de sodio. Pueds obtenerse una absorcion prolongada de las composiciones
inyectables usanco agentes que demoran la absorcién en las composicionas, por
gjemplo, monoestzarato de aluminio y gelatina.
[0224] Para la administraciéon parentzral en una solucién acuosa, por gemplo, la
solucion deberia amortiguarse, de ser necesario, y el diluyente liquido primero
deberia tornarse isotdénico con suficiente soluciéon salina o glucosa. Estas
soluciones acuosas particulares son =specialmente apropiadas para una
administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. Con
relacién a esto, los medios acuosos estérilzs que pusden emplearse han de ser
conocidos para aguellos entrenados en la técnica, tomando en consideracion la
presents descripcidon. Por ejemplo, una dosificacién puede disolverse en una
solucién isotdnica de NaCl, y puede agregarsele fluido de hipodermoclisis o puede
inyectarsela en el sitio propueste para la infusién (véase, por ejemplo,
"Remington's Pharmaceutical Sciences” 152 edicidn, paginas 103&-1038 y 1570-
1580). Sera necasario qus haya una variacion en la dosificacion, dependiendo de
la condicion del sujeto a tratar. En cualquier caso, la persona responsable de la
administracion determinara la dosis apropiada para el sujeto individual. Mas adn,

para la administracidn en seres humanos, las preparacicnes deberian satisfacer
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regulaciones de esterilidad, pirogenicidad, seguridad general y pureza, tal como lo
requiere la Oficing de Regulaciones Bioldgicas de la FDA.
[0225] Las soluciones inyectables estérilzs se preparan incorporando los
compuestos activos e‘n la cantidad requerida =n &l solvents apropiado, con varios
de los otros ingredientes enumerados con anterioridad, segln sea necesario, a lo
que seguird una estzrilizacién por filtracién. En general, las dispersiones se
preparan incorporando los diversos ingredientes activos esterilizados en un
vehiculo estéril que contien: el medio de dispersion basico y los otros ingredientes
requeridos, seleccionados entre aquellos enumerados con anterioridad. En &l caso
de los polvos estérilzs para la preparacion de soluciones iny=ctables estériles, dos
sjemplos de métodos de preparacion son las téenicas de secado al vacio y secado
por congelamiento, que proporcionan un polvo del ingrediente activo mas
cualquier ingredients adicional deseado proveniente de una so esterilizada por
filtracion con antelacion. Una composicion en polvo se combina con un vehiculo
liquido, tal como, por gjemplo, agua o una solucién salina, con o sin un agente
estabilizador.
C. Composiciones y formulaciones farmacéuticas miscelaneas
[0226] En otras realizaciones de la invencion, €l compuesto activo de la invencion
puede formularse para una administraciéon a través de rutas miscelaneas, por
gjiemplo, la administracion tépica (es decir, transdérmica), la administracion
mucosal (intfranasal, vaginal, etcétera) y/o por inhalacién.
[0227] Las composiciones para administracion tpica pueden incluir el compuesto
activo formulado para una aplicacién médica, tal como un unguiento, una pasta,
una crema o un polvo. Los unglentos incluyen todas las composicionas
oleaginosas, para adsorcion, emulsion y con una hase solublz en agua para
aplicacidn tdpica, mientras que las cremas y las lociones son aquellas
composiciones que incluyen solamente una base de emulsién. Las medicaciones
administradas por via tépica pueden contener un potenciador de la penetracion
para facilitar la adsorcion de los ingredientes activos a través de la piel. Los
potenciadoras de: la penatracion apropiados incluysn glicerina, alcoholes, alquil

metil sulfoxidos, pirrolidonas y laurocapram. Las bases posibles para las

/60



90

composicionss pera aplicacion topica incluyen polietilenglicol, lanolina, crema fria
y vaselina, y también otra base apropiada para la absorcién, la emulsion o un
ungliento soluble =n agua. Las preparaciones tépicas también pueden incluir
emulsionantes, ajentss gelificantss y praservantes antimicrobianos, segun sea
necesario, para preservar <l ingrediente activo y proporcionar una mezcla
homogénsa. La administracion transdérmica de la presente invencion también
puede comprender el uso de un "parche”. Por ejemplo, el parche puede
proporcionar una o mas sustancias activas a una velocidad predeterminada y de
forma continua durante un periodo de tiempo fijo.

[0228] En detz=rminadas realizaciones, las composiciones farmacéuticas pueden
administrarse por medio de gotas para los ojos, rocios intranasales, por inhalacion,
y/o con vehiculos para la administracién en forma de aerosol. Los métodos para
administrar las composiciones directamente en los pulmones a través de un
a=rosol de rocio nasal han sido descriptos, por ejemplo, en las Patentes de los
EEUU N® 57533583 y 5304212 (sada una incorporada especificamente en la
presente documentacion a modo de referencia en su totalidad). Del mismo modo,
la administracion de drogas usando resinas de microparticulas intranasales
(Takenaga et al., 1998) y compuestos de lisofosfatidil-glicerol (Patente de los
EEUU NP 5725871, incorporada especificamente en la presente documentacion a
modo de referencia en su totalidad) tambi2n es bhien conocida en la técnica
farmacéutica. De la misma manera, la administracion transmucosal de drogas drug
en forma de una matriz de soporte de politetrafluoroetileno se describe en la
Patente de los EEUU N® 5780045 (incorporada especificamente en la presente
documentacion a modo de referencia en su totalidad).

[0229] EI término aerosol hace referzncia a un sistema coloidal de particulas
sdlidas finamente divididas dispersadas =n un propelente gaseoso licuado o a
presion. El aerosol tipico de la presente invenciéon para inhalaciéon consistira en
una suspension de los ingredientes activos en un propelente liquido o una mezcla
de un propelents liquido y un solvent: apropiad. Los propelentes apropiados
incluyen hidrocarburos y étsres de hidrocarburos. Los recipientss apropiados

variaran de acuerdo con los requerimientos de presién del propelente. La
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administracion de: asrosol variara de acuerdo con la edad y el peso del sujeto, y la
severidad y la ressuesta de los sintomas.

VIIL. Conjuntos de elementos

[0230] Cualguiera de las composiciones descriptas en la presente documentacion
puede estar incluida en un conjunto de elementos. En un gjemplo no limitativo, la
compesicion de la invencién, un lipido y/o un agente adicional pusden estar
incluidos en un conjunto de elementos. Por consiguients, los conjuntos de
elementos comprenderan, en un medio apropiado, la composicidn de la invencion,
un lipido y/o un aijente adicional de la presente invencion.

[0231] Los conjuntos de elementos pueden comprender una composicion en
alicuotas apropiadas, un lipido y/n composiciones de agentes adicionales de la
presente invencidén, con o sin marcas, del modo en que se las usaria para preparar
una curva de calibracién para un ensayo de deteccion. Los componentes de los
conjuntos de elementos pusden estar envasados en medios acuosos o en formas
liofilizadas. Los medios para alejar los conjuntos de elementos generalmente
incluirdn al menos un recipiente, un tubo de ensayo, un frasco, una hotella, una
jeringa u otro recipiente apropiado en =l cual un componente pueda colocarse y
dividirse en alicuotas apropiadas. Cuando haya mas de un components en el
conjunto de elementos, el conjunto de elementos generalmente también contendra
un segundo, tercer, u otro recipiente adicional donde puedan colocarse los otros
componeantes por separado. Sin embargo, puede haber varias combinaciones de
componantes en un recipiente. Los conjuntos de elementos de la presente
invencion también incluiran tipicamente un madio para contener un compuesto de
la invencidn, un lipido, un agente adicional, y cualquier otro recipiente con
reactivos, en un envase de un tamafo apropiadamente pequefio para la
comercializacion. Estos recipientes pueden incluir envases plasticos moldeados
por inyeccién o soplado donde se retiznen los recipientes deseados.

[0232] Los conjuntos de elementos terapéuticos de la presente invencion son
conjuntos de elementos que comprends=n un compuesto quimico de la invencidn o
una sal de éste zceptable para sl uso farmacéutico, una proteina, un polipéptido,

un inhibidor, un ¢en, un vector y/u otros efectores. Estos conjuntos de elementos
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generalmente contendran, =n un medio de alojamiento apropiado, una formulacion

aceptable para el uso farmacéutico formulacién de un compuesto quimico de la
invencién, o una sal de éste aceptable para el uso farmaceéutico, en una
formulacién aceplable para el uso farmacéutico. El conjunto de elementos puede
tener un solo recipiente y/o puede tener distintos recipientes para cada
compuesto.
[0233] Cuando los componentes del conjunto de elementos se proporcionan en
una y/o mas solucionss liquidas, la solucion liquida es una solucidén acuosa, y
también puede usarse una solucion acucsa estéril. Las composiciones también
puaden formulars: en una composicién para colocar €n una jeringa, &€n cuyo caso,
el recipiente puede ser una jeringa, una pipsta y/u otra forma similar, tal como un
aparato con el cual la formulacion pueda aplicarse en un area infectada del
cuerpo, inyectarsz &n un animal y/o incluso aplicarse y/o mezclarse con los otros
componentes del conjunto de slementos.
[0234] Sin embargo, los componentes del conjunto de elementos pueden
proporcicnarse como uno o mas polvos secos. Cuando los reactivos y/o los
componentes s¢  proporcionan como un polve seco, este polvo puede
reconstituirse agregando un solvente apropiado. Se contempla que el solvente
también pueda proporcionarse en otro recipiente.
[0235] El rzcipiente generalmente incluird al menos un vial, un tubo de ensayo, un
frasco, una botella, una jeringa y/u otro medo de alojamiento donde un compuesto
quimico de la nvencién en una formulacién pueda colocarse y localizarse
apropiadamente. Los conjuntos de elementos tambign pueden comprendar un
szgundo recipiente para contener un amortiguador estéril aceptable para el uso
farmacéutico y/u otro diluyente.
[0236] Los conjuntos de elementos de la presente invencidon también incluiran
tipicaments un redio para alojar los recipientes en un tamaio apropiadamente
pequein para la comercializacién, tal como, por ejemplo, envases plasticos
moldeadas por inyeccion y/o soplado donde se alojen los recipientes deseados.
[0237] Indepencientemente de la cantidad y/o el tipo de los recipientes, los

conjuntos de elementos de la invencién también pueden comprender y/o pueden
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envasarse con un instrumento para ayudar en la inyeccidon/administracion y/o la
colocacion del compuesto quimico final de la invencién en el cuerpo de un animal.
Este instrumento pusde ser una jeringa, una pipeta, forceps, y/o cualquier vehiculo
de administracién aprobado para gl use medico.
[0238] Aundue la presente invencidn y sus ventajas han sido descriptas en detalle,
ha de comprenderse que es posible realizar diversos cambios, sustituciones y
alteraciones en la presente documesntacion sin apartarse del espiritu y el alcance
de la invencién, tal como se lo define en las reivindicacionas adjuntas. Mas aun, el
alcance de esta solicitud no se limita a las realizaciones particulares del proceso,
la maquina, el madio de fabricacion, la composicion de materia, los medios, los
métodos y los pasos descriptos en la memoria descriptiva. Como han de
apraciarlo facilments aquellos entrenados en la técnica a partir de la descripcion
de la presente invencion, los procesos, las maquinas, los medios de fabricacion,
las composicionss de materia, los medios o Ios pasos que existan en la actualidad
o pusdan ser concebidos en el futuro, que cumplan sustancialmente la misma
funcidn o permitan obtener sustanciaimente el mismo resultado que las
realizaciones correspondientes descriptas en la presente documentacion, podran
utilizarse de acuerdo con la presente invencidon. Por lo tanto, las reivindicaciones
adjuntas han de incluir dentro de su alcance dichos procesos, maquinas, medios
de fabricacidn, composicionss de materia, medios o pasos.
EJEMPLOS
[0239]Los siguisites ejemplos se incluyen para demostrar realizaciones de la
invencion. Aguellos entrenados en la técnica han de apreciar que las téecnicas
descriptas &n los siguientes ejemplos represantan técnicas descriptas por los
inventores que funcionan correctamente =n la practica de la invencion, y por ello,
pusden ser consideradas para constituir métodos preferidos para su practica. Sin
embargo, agquellos entrenados en 1a téenica, en vista de la presente descripcion,
han de apreciar que es posible realizar muchos cambios en las realizaciones
espeacificas que s= describen & igualments obtener un resultado parecido o similar,

sin apartarse del aspiritu y el objstiva de la invencion.
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EJEMPLO 1

ESTRUCTURAS DE BASE DE DATOS DE PROTEINAS USADAS Y REGIONES
DE SITIO ACTIVO

[0240]11) 1KS90 (Drum et al., 2002): la estructura cristalina del dominio de adenilil
ciclasa del factor de edema del antrax (EF) en complgjo con calmodulina y un
analogo de nucledtido que no ciclable, 3'-desoxi-ATP (3'dATP) con resolucién
2,75A y valor R 0,225. EI 3'dATP no ciclable se encuentra en el bolsillo de unién a
sustrato, que se ilustra en la FIG. 3 (A y E). En 1K@0, el metal es Yb*, un aditivo
de cristalizacion, =n lugar de Mg?*, el supuesto i6n metalico fisiolégico. El Yb*
coordina con 2 grupos carhovilo cargados negativamente de residuos de Asp491
(Yh-Q distancia: 2,14A, 2,63A), Asp492 (2,16A, 2,23A) & His577 (Yh-N: 2,78A) y
coordina con un atomo de oxigeno cargado negativament= del grupo a-fosfato de

F-dATP (Yh-O: 2,38A). Mas alla de formar enlaces coordinados con Yb*, las

(RN

interacciones fosfato mas notables se dan por Lys 346 (que tiene contacto con
atomos de oxigeno de los tres fosfatos, la distancia del puente de hidrégeno entre
Lys346 vy -, [, y y-fosfato son de alrededor de 2,68A, 247A y 1,50A
respectivaments) y Arg 329 (que interacciona con el -fosfato con una longitud de
puente de hidrogeno de 2,19) y Lys 372 y Ser 354, que interacciona con el y-
fosfato con un puents de hidrogeno de 1,6A y 2,5A respectivamente.

[0241]2) 1XFV (Shen et al, 2005), la estructura cristalina del factor de edema del
antrax =n comglejo con calmodulina y un analogo de nucledtido no ciclable,
3'dATP con resolucion 3,35A y valor R 0,263. Dos iones magnesio, que se
encuentran a una distancia entre si de alrededor de 4,32 A, se localizan en el sitio
catalitico de EF y ATP. Tal como 1K90, &l ¥-dATP no ciclable se encuentra en el
bolsillo de unién a sustrato, que se ilustra en la FIG. 3(B y F). De los dos iones
metalicos, uno s& coordina con los residuos Asp491, Aspdad, Hisb77 y atomos de
oxigeno cargades negativamente del grupo fosfato de 3'dATP. El otro coordina
solo won atomos cargados negativament: de 3'dATP y no tiene ninguna
interaccion con la proteina. Por lo tanto, cuando se une PGEo-imidazol a 1XFV, se

quitd <l idn metalico que no tiene ligandos a la proteina. Los residuos Lys346,
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Arg329, Lys372 se unen por pusnte de hidrégeno con los atomos de oxigeno
cargados negativamente de 3'dATP.
[0242]5) 1CJV (Tesmar f al., 1999): La estructura cristalina del complejo de Gs-a
con los dominins cataliticos de la adenilil ciclasa de mamifero y del complgjo con
B-L-2' 5-diclesoxiATP (2'3-ddATP) son resolucion 3,00A y valor R 0,203. El sitio
activo se ilustra =n la FIG. 3(C y G). En el sitio activo de la adenilil ciclasa de
mamifera (de 1CJV), hay dos iones metalicos (Zn y Mg), que se encuentran
apartados 3,65. Los residuos Aspi9a y Asp440 proveen una unién carbonilo y se
ubica entre los metales para quelar los dos metales. Ademas de formar enlaces
coordinados caon los residuos, el idn Mg también forma enlaces coordinados con
los atomos de oxigeno de los tres fosfatos de 2'2'-ddATP, mientras que el ion Zn
forma enlace coordinado solo con un atomo de oxigeno del grupo a-fosfato.
[0243]4): 1ZOT: Estructura cristalina de la toxina de Adenilil Ciclasa de Bordetella
pertussis en complejo con  adenina-9-il-etoximetil-hidroxifosfinil-difosfato  (EMA)
con resolucion 2 20A y valor R 0,252, En ¢l sitic activo se encuentran tres iones
magnesio (Mg@01, Mg902 y Mg&03). Ademas de coordinar con 2 grupos carboxilo

argados negativamente de los residuos Asp190 y Asp188, Myg901 también
coordina con un atomo oxigeno del a-fosfato. Mg903 coordina con =l otro atomo
oxigeno del a-fosfato. Alrededor de los grupos fosfato, hay cuatro residuos con
carga positiva: Argd1, LysE8, LysGh y Lysd4. Solo Lys5 tiene una interaccion
fuerte con el grupo y-fosfato. La FIG. 3 muestra el sitio activo de las cuatro
proteinas.
[0244]Ligandos Control (FIG. 4): 3d'ATP, 2'3'ddATP y EMA son nucledtidos no
ciclables analogos de ATP. PGE:z-imidazol s un inhibidor conocido del Factor de
Edema. Todos Ics grupos carboxilo y grupos fosfato se desprotonaron. Para todos
los anclajss de 1K90, Yb™ se reemplazéd con Mgz*. Los ensayos hechos con
AutoDack y diferzntes-iones metalicos y cargas indicaron que habia una diferencia
relativamente pequefa en la calificacion o clasificacion e ligandos. Se sintetizé
PGE:-imidazaol tel como se describid previamente y se almacend congelado.
[0245]La adenilil ciclasa de mamifero (FIG 3D, FIG 3H) tiene un verdadero sitio

activo con 2 iones metalicos. El Zn?" y Mg?* unidos tienen ligandos a la proteina y
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el sustrato. El ién Mg®* quela los fosfatos «, 3, y de 2"3-ddATP, Asp396 y Asp440.
El ion Zn*" quela los a-fosfatos de 2'3'-ddATP, Asp3gh y Aspd40.
EJEMPLO 2
PROGRAMAS D= ANCLAJE Y METODOS
[0246] 1) AutoDack (version 3.0.5) (Brisson et al., 2004; Morris &t al., 1995): Para
ajustar los parametros de busqueda, se usé el Algoritmo Genético Lamarckian
(LGA) y &l nimera de ejecuciones GA fue 200 y el tamanio de la poblacién fue 100.
El sitio activo se definid usando AutoGrid. El tamaiio de la cuadricula se ajusté en
a0 < 90 = 90 puntds con un espacio de cuadricula de 0,375A. El centro de ligando
de la correspondients estructura cristalina s ajusté para que fuese el centro de la
caja de la cuadricula. El ligando y el solvente se quitaron de la estructura cristalina
y &l modelo de proteina remanente se usé en el procedimiento de anclaje. La
conformacién mejor clasificada se selecciona de la conformacion con la menor
energia de union. Para el ién Zn en 1CJV, sus parametros se ajustaron a radio,
0,37A; profundidad de la cavidad, 0,35kcal/mol y carga: +0,95¢.
[0247]12) LigandFit Ceriusl (versibn 4.10) (Venkatachalam et al, 2003): Los
procedimisntos  son como s8¢ implementa en Cerius2  (version 4.10). Las
posiciones se evalian por DockScore. Hay dos tipos de DackScare, uno basado
en campo de fuerza, y el otro basado =n Potencial Linear Piecewise (PLP). Se
selecciond la posicién mejor clasificada de PLP DockScore. Los modelos de
proteina se gereraron luego de que se quitaron los ligandos y el solvente. Las
definiciones de los sitios activos se basaron en la estructura cristalina del ligando.
El “Cantidad maxima de posiciones guardadas [Max number of poses Saved]” se
ajustéd en 100. El “uso de cuadricula para la energia de preparacion [Setup energy
grid using]” se zjustd en PLP v.1.
[0248] 2) FlexY (Rarey et al., 1995; Bohm, 1992; Bohm, 1994; Bohm, 19965; Bohm,
1998), como se  implementd en sybyl7.0: el valor exceCyaAthe de las
conformaciones se ajusté =n 100, otros ajustes por defecto se usaron para el
anclaje. Para ¢l anclaje FlexX, la posicion mejor clasificada se seleccioné de la
Calificacidon FlexX. Las cargas formales de los ligandos son asignadas por el

programa SYBYL.
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[0249] Fl=. Se usd FlexX (Rarey =t al, 1993; Bohm, 1992; Bohm, 1994; Bohm,
1095; Bohm, 1993 Jones =t al, 1997) para anclar EF con los compuestos
obtenidos de la blisqueda UNITY d= la base de datos NCI. Como se incluye en
SYBYL, FlexX usa un algoritmo de construccion incremental, donde el ligando se
descompone en fragmentos discretos en los enlaces con capacidad de rotacion.
Luego se elige un fragmento base y s& coloca en &l sitio activo usando una técnica
llamada agrupamiento de posiciones (Rarey ef al,, 1996). Luego se agregan las
otras partes del ligando de modo tal que s= maximizan las interacciones con la
proteina. Se usaron condicion=s de anclaje por defecto, excepto que &l nimero de
conformacionss se ajustd en 100. Las cargas Formales se los metales se
asignaron con el programa SYBYL.

[0250] AutoDock Los compuestos obtenidos del analisis de la base de datos CINC
se anclaron cor EF usando AutoDock version 3.0.5 (que resultd mas preciso
(Chen &t al, 2007) y fuz mas facil de implementar en paralelo para anclajes
multiples que Flaa). AutoDock (Morris et al., 1998; Morris et al,, 19935) provee tres
algoritmos diferentes para anclaje: alinsamiento simulado (SA), algoritmo genético
(GA) y algoritme genético “Lamarckian” (LGA), que se usd n estos estudios. Las
conformaciones de anclaje se clasificaron por una funcién de calificacion que
incluye términcs, para interacciones de van der Waals, puentes de hidrégeno, y
elactrostaticas, mas la energia interna del ligando. Para un analisis inicial, se
usaron los parametros por defecto (10 iteraciones). Se aumentd a 60 iteraciones y
se compararon Ios resultados. Para la calificacién inicial, el namero de iteraciones
se ajustd en 200 y el tamaio de la poblacidn en 100. Las moléculas de ligandos y
de solvents s& quitaron de la estructura cristalina para obtener la cuadricula de
anclaje y se definid en sitio activo usando AutoGrid. El tamafio de cuadricula se
ajustd =n 90 x €0 = 90 puntos con un espacio de cuadricula de 0,375 A. La caja de
la cuadricula s= ubicd en el centro del ligando de los complejos de estructura
cristalina correspondientes. Para <l idn Zn*" en PDB 1CJV, los parametros se
ajustaron como se describe por Hu et al. (Hu of al., 2003; Hu et al., 2004): radio =
0,57 A, profundidad de= la cavidad = 0,35 kcal/mol, y carga = +0,95. |_os iones Mg?*

usaron potenciales de campo de fusrza Amber como se define en el programa
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AutaDock. Las e1ergias de anclaje absolutas, pero no las relativas, se alteraron
por la carga asignada al magnesio. Se asigné una carga parcial de +0,8 ya que si
la carga formal s& ajustaba en +1,2, la interaccion del ligando y del grupo carboxilo
del ligando se sobreestimaba y llzvaba a distancias O-Mg muy cortas. La
conformacion coa la menor energia de anclaje se usé para analizar la ubicacion
del ligando en el sitio activo.
[0251] Calificaciones de anclaje para diferentes sitios activos: Los valores de
anclaje/unién son relativos, depandizsntes del sitio activo, y no se pueden
relacionar directamente con los valores de Km para enzimas. Sin embargo, un
compuesto con mayor enargia de unidn/anclaje a un dado sitio activo que aquella
para ligandos conocidos (tal como ATP y sus analogos y el inhibidor EF,
PGE,imidazol) es mas probable que funcione como un inhibidor que aquellos con
valores menores. Las energias de unién del Gltimo se usan como valores de corte
para energias de anclaje cuande se seleccionan compuestos para anclaje
prolongado.
EJEMPLO 3
METODQS DE DISENO DEL FARMACOFORO
[0252) Base o= datos de fragmentos. La base de datos de fragmentos esta
compuesta por estructuras 3-D (archivos MOL2 construidos en SYBYL) de
aproximadamente 60 moléculas pequedas, y contiens puentes de hidrégeno
donor/aceptor o regiones hidrofébicas, con un enlace con capacidad de rotacion
coma maximo. EEstas fueron moléculas ionizables comunes, o se seleccionaron de
la base de datos de fragmentos SYBYL.
[0253] Calificacion HINT: El programa de [INTeracciones Hidrofilicas, o HINT,
(Fornahaio ef al., 2003; Fornabaio ef al., 2004; Cozzini ¢t al., 2002) utiliza datos de
reparto de solvente experimentales como base para un modelo de interaccion
molecular empirico gue calcula la calificacidn de energia libre que mostraron que
reproducen en forma precisa las medidas experimentales de unién (Fornabaio et
al., 2003; Foriabaio et al, 2004; Cozzini &f al., 2002). Las interacciones

“Hidrofilicas” son uniones nc covalentes tales como los puentes de hidrégeno,
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acido-base, Culdmbicas, & interacciones hidrofébicas. El calculo HINT es la suma
de las interacciones hidrofilicas entre todos los pares de atomos:
B=%% b,‘j
bj= Sia;S:ajR; T+ ry

[0254]donde h; s la calificacion de interaccién entre los dtomos iy j, S es el area
de superficie accesible de solvente, a es la constants atémica de hidrofobicidad,
R;y ryson las furciones de distancia entre iy j, y Tyes una funcion légica con valor
de 1y -1, dependiendo de la naturaleza de los atomos polares que interaccionan.
En la practica, una diferencia de calificacion HINT de 500 corresponde a una
diferencia de energia de alred=dor de 1 kcal/mol.

[0255] Diseric el farmacdforo  desce el inicio: EI objetivo del disefio del
farmacaforo fue hallar una estructura de fragmentos con impedimentos de
distancia flexibles que llenarian en forma &ptima el sitio activo. La posicién de
unién dptima de cada molécula en el sitio activo de EF (PDB 1K90) en la hase de
datos de fragmentos se obtuve por translacién y rotacién del fragmento, usando un
algoritmo praviamente descripto (Kellogyg y Chen, 2004), de modo de lograr la
mejor calificacion HINT para la interaccion del fragmento y sitio activo. Se
guardaron las coordinadas de las pequefias moléculas que tuvieron la mejor
calificacién HINT con el receptor. La molécula con la mejor energia de interaccidn
se incorpord al receptor de modo de bloquear aquella area en el sitio activo. Luego
los fragmentos se anclaron de nuevo en este receptor de compuesto para
encontrar los sitios de unidn secundarios 6ptimos que no tuvieran conflictos
estéricos con fragmentos unidos previamente. Los cinco fragmentos con las
calificaciones HINT mas favorables rodean la posicién de 3'dATP en la estructura
cristalina de EF, pero tambizn indican posibles sitios adicionales de interaccion
fuerte periféricos a ésta. Se usaron diferentes combinaciones de estos cinco
fragmentos er las posiciones relativas indicadas para identificar varios

farmacéforos tal que un dado farmacoforo incluyera tres o cuatro fragmentos.
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EJEMPLO 4
METODOS DE ANALISIS DE BASE DE DATOS
[0256]Se realizé una busqueda UNITY (s=n SYBYL de Tripos) con el uso de
farmacdforos obtenidos como se menciona anteriormente. Se quitaron todos los
atomos de hidrogeno en los fragmentos y Ios impedimentos de distancia (es deair,
las distancias entre los atomos pesados de los fragmentos Gnicos =n la
configuracion mostrada en la FIG. 5) se extrajeron automaticamente de un archivo
PDB usado pare iniciar las busquedas 3D UNITY. Por gjemplo, un impedimento
podria ser la dis:ancia, en angstroms (A), en &l farmacoforo de la FIG. 5, entrs el
centro del anille de fenilo (un sitio hidrofébico) y el punto medio de los dos
oxigenos del grupa carboxilo (un aceptor de puente hidrégeno). La busqueda del
farmacdoforo 3D se realizd en la base de datos NCI-2000, que contiene
aproximadaments 250000 estructuras, como se incorpora =n SYBYL. Todos los
compuestos en la base de datos se almacenaron como estructuras 3-D
convertidas de sus formas 2-D por &l médulo CONCORD de SYBYL. A pesar que
se almacena selo una conformacién por cada entrada, UNITY usa un algoritmo de
busqueda 3D de conformacién flexible para ligandos tal que se pueden identificar
moléculas con  conformaciones que concuerdan sin tener en  cuenta la
conformacién almacenada.
[0257]Luego se seleccionaron compuestos similares al farmacoforo en base a las
energias de anclaje. Los compusstos se anclaron en el sitio activo de EF usando
FlexX y se seleccionaron aquellos con el menor ChemSeores (FIG. 6A). Luego se
descompusieron estos compuestos en fragmentos 2-D (FIG. 6B), seleccionados
en bhase a las principales interacciones con el metal y =l sitio activo, tal como
uniones hidrégeno, hidrofébicas, e interacciones de coordinacion de metal y se
usarcn para la hisqueda en la base de datos CINC. Por conveniencia se usé una
hasqueda 2D =n la base de datos CINC en este punto.
[0258] CINC (Inwin et al., 2005) es una hase de datos de Internet de mas de 2,7
millones de compuestos comercialmente disponibles para analisis virtual. Los
fragmentos 2-D d= los compuestes identificados con computadora con FlexX de la

hase de datos NCI se incorporaron en la bdsqueda de la base de datos CINC
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dibujando las estructuras en &l editor mole.cular provisto. Los compuestos se
clasificaron en base a las calificaciones de AutoDock y FlexX para la unién a
enzimas blanco.
EJEMPLO 5
GENERALIDADES DEL PROCESO DE DISENO POR CCMPUTADORA
[0259] S usaron =structuras aristalinas del antrax EF en complegjos con analogos
de sustrato e inhibidorss pecqueiios para identificar los residuos del sitio activo
(Drum et al., 2002; Shen ef al.,, 2005; Shen et al., 2004; Shen et al., 2002; Shen et
al., 2004). Debido a que el sitio activo de la AC de mamifero s diferente al de la
toxina, los inhibidores fueron disefados para unirse especificamente a antrax EF.
Estudios previos han identificado inhibidores tipo nucledtido de adenilil ciclasas,
comenzando po- ATP (Tesmer &t al, 1999; Johnson et al., 1997, Wang ot al.,
2007; Gottle & al, 2007) o por anclaje molecular de grandes bibliotecas
(Soelaiman et &/, 2003). Para ampliar los tipos de moléculas consideradas, y
elegir inhibidores mas especificos, se usé una estrategia en base a fragmentos de
nove basada en estructuras cristalinas del antrax EF (Drum &f al., 2002; Shen et
al., 2005; Guo ¢t al., 2004) para detzrminar una molécula esqueleto (farmacédforo
3D) que se uniria mejor al sitio activo. Esto se usé para tamizar aproximadamente
250000 compuestos &n la base de datos NCI. Se seleccionaron compuestos de la
base de datos NCI, con mejores calificaciones de anclaje FlexX que aquellas para
inhibidores analogos de nucleétidos y PGEz-imidazol, un inhibidor eficaz de edema
inducido por toxina (Peterson ef al., 2001). De estos compuestos se seleccionaron
fragmentos en cos dimensiones (2-D) y se usaron para buscar en la base de datos
CINC (Irwin y Shoichet, 2005). De una lista inicial de alrededor de 10000
compuestos, se usd AutoDack para seleccionar alrededor de 100 compuestos que
tuvieran buena calificacion de anclajg/unién molecular a EF. Estos luego se
seleccionaron =n base a un peso molecular bajo y valores logP, y se compraron

1

[{e]

e ensayd su capacidad para inhibir la producciéon de AMPc inducida por EF

o

y

en células de rnamifero. Los pasos basicos del procedimiento se resumen en la
FIG. 7. Este nismo proceso se usd para CTA1 para disefar y anclar ligandos

(FIG. 8 y FIG. 9).
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EJEMPLO 6
PREPERACION DEL ANALISIS DEL FARMACOFORO DEL FACTOR DE EDEMA
[0260]Se usd un método de novo en base a estructura, que no requiere
conocimient: de sustrato natural, para identificar inhibidores no nucledtidos de
EF. Se anclé una biblioteca de fragmentos pequeiios de molécula al sitio activo de
EF en estructuras cristalinas actuales y aquellas con las calificaciongs HINT mas
altas integradas al farmacéforo 3D. Los impadimentos de distancia se basaron en
aquellas extraidas de distancias interfragmento en el sitio activo (+/- un dado
margen), para <l uso an el programa UNITY.
[0261]El chjetivo del disefo del farmacoforo fue hallar una estructura de
fragmentos con impedimentos de distancias flexibles que llenarian en forma
dptima el sitio activo. La posicidn d= unidn dptima de cada molécula en la base de
datos de fragmentos en 2l sitio active de EF (PDB 1K90) se obtuvo por translacion
y rotacion del fragmento de modo qus se lograra la mejor calificacion HINT para la
interacciéon del fragmento y <l sitio activo. Se archivaron las coordinadas de las
moléculas pequaias que tuvieron la mejor calificacion HINT con el receptor. La
molécula con la mejor energia de interaccidn se incorporé al receptor de modo de
bloquzar aquella area en el sitic activo. Luego se anclaron nuevamente los
fragmentos en este receptor de compuesto para encontrar las posiciones optimas
secundarias que no tuvieran conflicto estérico con fragmentos unidos previamente.
Los cinco fragmentos con las calificaciones HINT mas favorables (FIG. 10b) se
superponen con la posicién de 3'dATP en la estructura cristalina (FIG. 10c). Se
usaron diferentzs combinaciones de estos cinco fragmentos en las posiciones
relativas  indiczdas  para identificar varios farmacéforos, de modo que un
farmacdéforo dado incluya tres o cuatro fragmentos (FIG. 104d).
[0262] 5= ll=vé a cabo una blsqueda y anclaje en una hiblioteca de fragmentos, y
se usarcn 5 fragmentos con calificacién HINT mayor que 700 para las posiciones
indicadas y sin impedimento estérico interfragmento para definir farmacoéforos para
las busquadas UNITY de la base de datos NCI (FIG. 5). Los fragmentos se
superponen hasta cierto punto con la posicién del analogo de sustrato, 3'dATP, en

el sitio activo (FIG. 4); el fragmento de unién mas fuerte, F1, s un anillo de fenilo

/13



103
fque esta localizado exactamente sobre el centro del anillo purina, mientras que los
fragmentos F2, F23, y F4 son grupos carboxilo cercanos que se encuentran cerca
de los grupos fosfato. El fragments F2 se encuentran en una distancia de puente
de hidrégeno del ién metalico y Lys346 n el EF sitio activo, mientras F3 y F4
intzraccionan con Arg329. El fragmento F5 contiene un grupo amonio que
interacciona con Glu&88.
[0263]Se realizo una busqueda de base de datos NCI con UNITY (en SYBYL de
Tripos) usando los farmacéforos descriptos anteriormente. Luego se selecsionaron
los compuestos mas similares al farmacéforo en base a las energias de anclaje.
Se obtuvo un total de 82 compuestos que coincidieron con farmacéforos en el
margen de distancias de impedimento del analisis de la base de datos NCI. Los
compuestos se anclaron en &l sitio activo d= EF usando FlexX y se seleccionaron
aquellos con los ChemScores mas bajos (FIG. BA). El analisis de de los resultados
de anclaje por otro lado describié fragmentos/grupos que tuvieron interacciones
fuert=s con EF. Ademas estos compuestos luego se descompusieron en
fragmentos 2-D (FIG. 6B) para obtener subestructuras para buscar la base de
datos CINC. Lzs subestructuras se seleccionaron en hase a las interacciones
principales con =l metal y el sitio activo, tal como uniones Ijidrégeno, hidroféhicas,
e interacciones de coordinacion de metales y se usaron para la busqueda de la
hase de datos CINC.
[0264]Pcr cj=mplo, los resultados de anclaje mostraron que areas discretas del
compuesto V en la FIG. 8A, forma pusntes de hidrogeno fuertes, ibnicamente
potenciados entre los grupos carboxilo/carbonilo y el idn metalico unido o los
residuos cargados positivamente de EF, Arg329, Lys3485, Lys353. Los acidos para
y meta-amino benzoico V y VI (FIG. 6B), subestructuras de estos compuestos que
también tuvieron altas energias HINT cuando se anclaron en el sitio activo, se
seleccionaron entonces para =l uso en &l andlisis 2D de la biblioteca CINC.
[0265]Para encontrar un rango mas amplio de espacio quimico que se encuentre
disponible en la base de datos NCI, se usaron las subestructuras obtenidas del
analisis de farmacdforo original para obtensr una lista de compuestos de la base

de datos CINC muche mas grande. Las busquedas con las subestructuras de FIG.
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6B estaban contenidas en aproximadamente 10000 compuestos en la base de
datos CINC, uszndo las harramisntas de blasqueda provistas en aquél sitio de
Internzt. Los corpuestas se almacenaron en formato de archivo MOL2, usando
las herramientas CINC. Se usaron los farmacoéforos originales y los fragmentos de
FIG. 8B para buscar los compuestos relacionados en la base de datos CINC.
Estas hlsquedas dieron como resultados alrededor de 10000 compuestos, que se
clasificaron de acuerde a su capacidad para unirse al sitio activo de EF via
simulaciéon por computadora. Se uséd AutoDock para clasificar los compuestos, ya
que funciona muy bien en el anclaje de sustratos con antrax EF (PDB 1K90 y PDB
1XFV) y AC de mamifero (PDB 1CJV).
EJEMPLO 7
SELECCION DE Flli-1, FIV-50, Y FlI-1 PARA ESTUDIO ADICIONAL
[0266] Algunos esstudios indicaron que las condiciones por defecto de AutoDock no
dan resultados utilizables con inhibidores conocidos. Por lo tanto, se realizaron
unas series de experimentos controles usando un subconjunto de compuestos
para ensayar el efecto de la carga en el i6n metalico (Chen et al, 2007,
incorporado en su totalidad a modo de refsrencia en la presente documentacion) y
el nimero de iteracionas en cémn se separaron los compuestos de acuerdo a sus
calificaciones d=z anclaje. Estos resultados indicaron que 680 iteraciones fueron
adecuadas para seleccionar los compuestos con las menores clasificaciones de
unidn de la variedad de compusstos, pero aquellos para obtener las menores
energias y pos cionamisnto mas praciso, uno necesita usar tiempos de anclaje
considerablemente mas largos. Consistentemente se  encontraron energias
minimas =n aproximadaments 200 iteraciones. Se usé una estrategia de pasos
multiples (FIG. 11) para acelerar los calculos. Todos los 10000 compuestos se
anclaron nuevamente para 10 (por defecto) o 60 iteraciones de algoritmo genético
(GA). Se uséd un valor de corte de energia de unidn de -14 Keal/mol (la menor
enargia de uridn cuando se ancla 3dATP con EF) para discriminar entre
compuestos inactives y aquellos con unioén razonable al sitio activo. Se hallaron
mas compuesios por dehajo de la energia umbral cuando los anclajes se

ejecutaron mas tiempo (431 aciertos para &l primer procedimiento con ejecuciones
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10 GA vs 871 aciertos para el segundo procedimiento con &jecuciones 60 GA).
Todos estos compuestos fueron entonces anclados nuevamente, con el nimero
de ejecuciones (A aumentado a 200 para una mayor exactitud y el valor de corte
de la energia de unién se cambié a -16 kcal/mol para obtenar compuestos mas
activos. Este paso produjo 81 y 100 aciertos respectivamente de las dos listas
iniciales. Estos resultados indicaron que a pesar que se obtuvieron mas
compuestos d= baja enargia usando tizmpos de anclaje mas grandes, la diferencia
al final fue s6lo con respectae a compuestos que tuvieron valores de energia
relativaments grandes.
[0267]Se compararon las propiedades y estructuras de los 100 compuestos con
las calificaciones de AutoDock mas favorables (2s decir, aquellos con energia de
union menor o igual que -16 kcal/imol). La FIG. 12 muestra las calificaciones
AutoDock para 19 compuestos, asi como para controles para inhibidores
seleccionados previamente, ATP y analogos de los mismos.
[0268] Aproximadamente 10000 compuestos, sobre 2,7 millones de compuestos
en la base de datos CINC, tuvieron una estructura molecular similar. Estos se
clasificaron de acuerdo a sus calificaciones de anclaje, usando metodologia que
se mostrd que alcanza maxima exactitud (s decir, cuan bien coincide la posicion
anclada con &l sitio determinado experimentalmente para analogos de ATP en
estructuras cristalinas del complejo).
EJEMPLO 8
ENSAYO IN VITRO DE INHIBICION DE LA PRODUCCION DE AMPC POR EL
FACTOR DE EDEMA
[0269] Tres de los compuestos del Ejemplo 7 tuvieron mejor actividad que el
control PGEa-irnidazol, y muchos compuestos derivados de los tres originales
también mejoraron la actividad. Las actividades de inhibicion de los compuestos
se compararon con la del inhibidor previamentz conocido, PGEz-imidazol
(Peterson &t ai., 2001), que inhibe la produccion de AMPc inducida por EF en
células en 2l rango de 100 uM (FIG. 13). Estos tres compuestos de la lista de
citada anteriorments, con estructuras moleculares muy diferentes, tuvieron valores

de ICgo en el rango pmolar bajo (FIG. 13): acido 3-[(9-oxo-9H-fluoren-1-carbonil)-

/¢



106

amino}-benzoico (FIV-50 en la Tabla 1; CINC #75206; 1,7-5 uM), acido 4-(3-
metoxi-fenil)-3a,<, 5, 9b-tetrahidro-3H-ciclopenta[clquinolin-8-carboxilico (FII-1;
CINC #7502, 1,3-7 uM), y acido 4-[(antracen-9-ilmetilen)-amino]-2-hidroxi-
benzoico (FII-1; CINC #122715; 9 uM). A pesar de sus diversas estructuras,
ninguno de ellos se parece al ATP, los 3 de estos compuestos se superponen bien

n el farmacofore inicial y se ancla en posiciones cercanas a aquellas del ATP en
estructuras cristalinas de complejos EF. Las subestructuras comunes en los tres
compuestos fue una estructura aromatica plana, que se ancla cerca de la posicion
de la purina (plana) del ATP (y centra &n la posicion F1 del fragmento fenilo), y un
grupo carboxilo (que corresponde aproximadamente al fragmento carboxilo F2)
que interacciona en el anclaje con =l ion metalico y cadenas laterales cargadas
positivaments en EF. Los valores de IC50 de FIV-50 varian en un rango entre
0,261 y 12,23 con una media de 4,74, y una desviacion estandar de 4,37. Ninguno
de los tres compuestos iniciales se parece a ninguna droga o metabolito
conocidos. Sin embargo, Fll-1 tiene un poco de similitud con una familia de
inhibidores  de  fosfatasa identificada experimentalmente por ensayo de una
biblioteca diversa de 10000 compuestos (Brisson &f al., 2004).
[0270]Las FIG. 3E, 3F, y FIG. 14 ilustran cuan bisn se corresponde la
conformacion de anclaje de menor energia de los tres éompuestos activos con &l
farmacaforo inicial y la del andlogo de ATP en la estructura cristalina de EF. Se
realizd un disefio adicional de estos compuestos para potenciar las propiedades
farmacéuticas, v los ensayos de actividad de esos derivados se encuentran en las
FIG. 15A-0O y FIG. 16A-D.
EJEMPLO 9
REDISENO DE FIV-50
[0271]Se han explorado tres métodos para =l redisefio de compueastos, en base a
1) reseleccion de compuestos de CINC que se parzcen en estructura a FIV-50, o
que contienen unidades estructurales con buenas posibilidades de sintesis
organica; 2) sgregado de fragmentos en posiciones especificas usando el
programa Leapfrog o a mano en base al farmacoforo inicial; y 3) disponibilidad de

compuestes generados por Chemist Draw que pudieran constituir la siguiente
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generacion logica y fueran faciles de sintetizar. En cada uno de estos casos, los
compuestos han sido elegidos por su AutoDaock, y calificacion Gold para union.
[0272]Se anclaron 1954 compuestos CINC difenilo con GOLD (Chemscore) y

AutoDock. Mas de G0 compuestos luvieron mejor ChemScore que &l compuesto

inicial (FIV-50). Sin embargo, solo un compuesto tuvo mejor calificacion AutoDock

que &l compuesto inicial. Los datos muestran que no hay una relacién linear entre
la calificacion AutoDock y =l ChemScore GOLD. Los compuestos difenilo que
tienen buena ca'ificacion AutoDock también tienen buen ChemScore GOLD. Pero
algunos compuestos tienen busen ChemScores pero no buenas calificaciones
AutoDaock.
[0273] También se anclaron compuestos mas grandes seleccionados de CINC
espencificaments para ajustarse al farmacéforo. Se usd el programa UNITY
implementada en SYBYL para buscar en la base de datos CINC, que contenia
aproximadamente 4,6 millonss de compuestos, para los compuestos (aciertos)
que coincidian con el fragmento en base a farmacoforos. Todos los compuestos
en la base de datos CINC se descargaron en formato mol2 y luego se convirtieron
al formata usado por el programa UNITY. Se agregaron impedimentos de distancia
a los fragmentos y el programa UNITY se =jecutd para buscar los compuestos en
la base de datos CINC para los compu=stos con coincidencia con el farmacéforo.
En todos, se obtuvo alrededor de 20000 aciertos, que luego fueron anclados al
sitio activo de CTA preparado usando tres programas diferentes.

Los aciertos obtenidos con el andlisis de la base de datos CINC con UNITY
s& anclaron con AutoDock3, 4 y GOLD. Para obtener resultados de AutoDock mas
exactos, &l nimero de ejecuciones debe ser 200, que tomaria entre 0,5 y 1 hora
por compuestos. Por lo tanto, se anclaron los primeros 20000 aciertos con el
nimero de ejecuciones ajustado a 10. Luego alrededor de 2000 compuestos
(aproximadaments 10%) se seleccionaron para el anclaje exacto por ajuste del
numero de gjecuciones a 200. Se abtuvieron mas de 100 compuestos que tienen
calificaciones AutoDockd mejores que el sustrato NAD+ y mas de 100 compuestos

que tienen calificaciones AutoDaockd mejores gue NAD+. Las calificaciones de



108

AutoDockd, AutsDockd y GOLD no se correlacionan bien ente si. No se clasificd

ninglin compuesto en los 10 mejores en hase a las tres funciones de calificacion.

[0274]A continuacién, en la Tabla 2 se indican diferentes valores cdeterminados

por computadora para ejemplos de compuestos de la invencién. También se

muestran valores de ICE0 producidos experimentalmente por el ELISA espacifico

para AMPc (Assay Designs, Ann Arbor, MI).

TABLA 2

FIV-50
FIV-1
FIV-29
FIV-51
FIV-34
FIV-35
FIV-39
FIV-40
FIV-46
FI-3
Fl-1
Fl-2
FlI-1
Fll-1
FIV-54
FIV-55
FIV-55
FIV-52
FIV-57
FIV-70
FIV-65
FIV-85

AutaDiockd
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-11 45
-11.18
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12,
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11,74
12,00
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-14,34
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S0l
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14,49
4,57
14,63
14,36
44,45
44,53

-14,67
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GOLD
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37,09
33,48
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FIV-63 -1,51 -15,85  -13,83 20,22 K27 2454  ND
FIV-61 -7,05 107 -11,3 20,84 477 209,53 28,6
FIV-60 -7,59 1215 -12,09 2,05 5,46 361,86 3.8
FIV-64 -12,65 -15,72  -15,469 25,65 47 3442 ND
EJEMPLO 10

EJEMPLOS DIE METODOS PARA MODIFICAR COMPUESTOS PARA
AUMENTAR LA SOLUBILIDAD Y REDUCIR LOS EFECTOS SECUNDARIOS
TOXICOS

Los compuestos se enviaron a un sitio de Internet de analisis de toxicidad
quimica que pradice la probahilidad de que un compuesto preparado por un
usuario tznga efectos  téxicos (mutagénicos, tumorigénicos, irritantes y
reproductives). 121 algoritmo se basa en la comparacion de compuestos toxicos
conocidos con drogas generalments reconocidas como seguras (GRAS) ¢ ilustra
los fragmentos de la molécula especificada por &l usuario que son considerados
sospechosns
[0275]El proceso de prediccion Iocaliza posibles centros de problemas de un
conjunto precaloulado de fragmentos estructurales que dan origen a alertas de
toxicidad =n la estructura dibujada por el usuario. Las listas de fragmentos tdxicos
se arman a partir de compusstos d= fragmentacion de la base de datos RTECS
que tenian toxicidad conocida (por ejemplo mutagenicidad). Cada molécula se
cortd primerc &1 cada enlace con capacidad de rotacion, llevando a un conjunto
de fragmentos centrales. Estos a su vez se usaron para reconstruir todos los
posibles fragmentos mas grandes que fueron una subestructura de las moléculas
originales. También se determinaron las frecuencias de las estructuras téxicas
la lista de 3000 drogas comerciales consideradas principalmente libres de efectos
toxicos. Un fragmento fue considerado un factor de riesgo si se lo encontrd con
frecuencia com2 una subestructura de compuestos perjudicial pero nunca o pocas
veces en drogas comerciales. El sitic indica que su proceso reconocié
aproximadaments 80% de los compuestos conocidos como mutagénicos, irritantes
o tumorigénicos como talss, y solo identifico aproximadamente 10% de los

compuestos GRAS coma que tisnen potencial toxicidad.
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[0276]La Tabla 3 lista los resultados para FIV-50 y Fil-1. Las areas de FIV-50 y
Fll-1 que pusden causar efectos secundarios mutagénicos ¢ irritantes, de acuerdo
a este analisis, fueron en realidad &n las cadenas laterales, especificamente en el
mismo anillo benceno y no los anillos oxiflucreno o ciclopentilquinolona. La Tabla 3
muestra los efectos secundarios estimados, calificacion de anclaje y logP

calculado de FIV-50 y Fii-1

TABLA 3

CompuestojMutagenicidac Il‘l’unwngcnn,ldad Efectos [Efectos ADK4|ADS JADS [cLogP
irritantesjreproductivos (BE) |[(DE)

FIV-50 [Rizsgo Alto  |Riesgo Bajo Rizsgo |Riesgo Bajo |- - -19,4 14 29
Medio 11,93]18,95

Fll-1 [Riesgo Bajo  |Riesgo Bajo Riz=sgo |Riesgo Alto | -17,8 F 3,99
Bajo 11,64 17,02

Luego se alteraron las estrusturas de FIV-50 y Fll-1 introduciendo cambios
para minimizar los efectos secundarios y para reducir los valores logP para
aumentar la solubilidad sin reducir las afinidades de unién. La FIG. 17 lista las

estructuras de compuestos obtenidos por modificacion de FIV-50 y Fll-1, para
convertirlos  de modo  que sus efectos  estimados de  mutagenicidad,
tumorigenicidad, irritabilidad y reproductivos fuesen de bajo riesgo. En la FIG. 18
s listan derivacios adicionales de FIV-50.

Los dibujos de anclaje de FlI-1 indicaron que el grupo carboxilo en &l anillo
ciclopentilquinolona estaba cercana al idn metdlico, y que la actividad podria ser
potenciada por el agregado aqui de otro carboxilo mas. Se espera que los efectos
secundarios, incluyendo =factos de mutagenicidad e irritacion, de 14 de los
compuestos reclisefados sean bajos, y sus solubilidades (logP calculado), excepto
para el compuesto 1, son mejores que las de FIV-50. Las calificaciones de anclaje
no son, para la mayor parte, afectados por los agregados.

[0277]Se disefiaron otros compuestos con modificaciones en la porciéon acido
benzoico de F'V-50, para optimizar la unién a ién metalico. Aqui, s& us6é una
estrategia basada en el ensayo de diferentes sustituyentes que afectarian el

potencial de icnizacion (o pKa) del acido carboxilico. De estas modificaciones
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realizadas y ensayadas hasta ahora (FIG. 19), hay posa indicacion clara de que
los compuestos mas activos son efectivamente mejores quelantes de metales.

[0278]La Tabla 4 muestra los resultados de los calculos hechos para diferentes

determinantes de mutagenicidad.

TABLA 4

FIV-50
FIV-1
FIV-29
FIV-31
FIV-34
FIV-35
FIV-39
FIV-40
FIV-46
FI-3
Fl-1
FI-2
Flll-1
F1l1-1
FIV-54
FIV-58
FIV-5&
FIV-53
FIV-67
FIV-70
FIV-65
FIV-63
FIV-6&
FIV-61
FIV-60

- Mutagenicidad

Alte
Medio
Bajo
Bajo
Alto
Baja
Bajo
Me-dio
Me dic
Bajo
Bajo
Bajo

Alto

Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
alto

Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo

Bajo

111

Tumorigénico

Irritante  Reproductivo

medio
Bajo
Bajo
Bajo
rmecio
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
alto
Bajo
Bajo
Bajo

Bajo

Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Alto
Alto
Bajo
Alto
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
Bajo
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FIV-64 * * * *

EJEMPLO 11

COMPARACION DE PROGRAMAS DE ANCLAJE

[0279]Los programas de anclaje  AufoDock, LigandFit/Cerius2, y FlexX se
compararon usando tres ensayos de su capacidad para determinar correctamente
interacciones der sustratos & inhibidores del factor de edema (EF) de Bacillus
anthracis. En &l primer ensayn, se determiné €l RMSD entre las posiciones de
menor energia de un analogo de sustrato (3'-dATP o 2',2-ddATP), determinado
por los tres programas, y aquél en dos estructuras diferentes co-cristalinas de EF.
El grupo AUTCLDOCK de menor energia tambien fue el mas cercano a la posicion
de estructura cristalina. A pesar de que la correlacién general fue relativamente
débil, el programa  AutoDock fue mas  consistente con los resultados
experimentales.

[0280]A pesar de que estos programas han mostrado que son dtiles para
diferentes proyectos, no estd claro qué estrategia es mas adecuada para el
anclaje de proteinas con iones metalicos en sus sitios activos, tal como EF y PT.
En la FIG. 20 se muastra una comparacion del rendimiento de AutoDock,
LigandFit/Cerius2 y FlexX, en el anclaje de sustratos e inhibidores de EF
conocidos a los cuatro sitios activos de proteina. La exactitud de anclaje se evalud
por comparacién de las posiciones ancladas de analogos de ATP (2'dATP o 2°,2'-
ddATP) en los sitic activos de EF y CYAA con aquellos determinados
epq:»erinientallnente por cristalografia de rayos X. También se¢ compare como
anclan los programas un inhibidor conocido de ambas toxinas bacterianas AC,
PGE:-imidazol (Peterson =t al,, 2001). Como un control final, se anclaron analogos
de ATP y PGE;-imidazol &n &l sitio activo de 1a adenilil ciclasa de mamifero, que
tiene un sitio activo complataments diferente. Se dstermind 1) cual programa de
anclaje es mas exacto en la prediccidn del modo de interaccion de sustrato; 2) las

diferencias entre los programas en la determinacion de las interacciones proteina-

ligando & idn m=talico-ligando. Los resultados indicaron que el programa AutoDock

fue adecuado para =l analisis de bibliotecas de compuestos para seleccionar

inhibidores de toxinas bhacterianas de  adenilil ciclasa. Adicionalmente, se
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descubrio que los tres mejores compuestos de acuerdo a sus calificaciones de
anclaje fusron todos activos &én un bioensayo.
EJEMPLO 12
ANCLAJE DE ESTRUCTURAS TIPO FORMULA |
[0281]E| compuesta FI-3 ha sido consistentzmente mas activo en los ensayos de
AMPc in vitro de EF y en toxina del Colera. Tal como muestra la Tabla 5 mas
adelants, este compuesto tiene calificacion mediocre independientementa del
programa de calificacién o si esta anclado al sitio activo de cualquiera de las dos
estructuras cristalinas del factor de edema del antrax (nombres de archivos PDE 1
K90 y 1XFV). Los valoras de =nergia relativaments no favorables (cuanto mas
bajo el valor de energia, mas fusrte &s la unidn esperada al blanco) son debido al
relativamente pequefio tamaino de KM11. Se debe observar que quizas debido al
tamaiio pequefio, ambos anillos del compuesto en la posicién anclada (FIG. 22) se
unen fuertemente en el bolsillo del sitio activo, y especialmente cerca al ion
metalice. Los compuestos activos mas rzcientes de MEJ (FIG. 23) tienen una
conformacion mas extendida. En la Tabla 5 se muestran resultados (IC50)

seleccionados de ensayos.

TABLA 5

Fi-1 20,4 uM | >100

FI-2 21,4uM | 27,3 uM

FI-3 SEEUM 641 M (2085 [ 11,1 29,44
EJEMPLO 13

EJEMPLOS DE MATERIALES Y METODOS DE BIOENSAYO

[0282] Se sintztizd PGE:-imidazol, usado como el control positivo en los ensayos
hiolégicos, como se describio previamente (Peterson f al., 2001) y se almacend
congelado. PGIZa-imidazol se identificd primero como un inhibidor de la actividad
de la toxina del cblera, (Peterson ot al., 2001) pero también se ha mostrado que &s
un &ficaz inhibidor del antrax EF =n 2l rango pM. Se obtuvieron otros compuestos
del Instituto Naczional de Cancer (NCI) o se compraron en Asinex, Ryan Scientific,

Sigma-Aldrich, TimTes, o se sintetizaron como s& describe. Los scompuestos se
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disolvieron en m=dio de cultivo celular o DMSO, y cuando fue necesario el pH se
ajusté en la nautralidad con peruefias cantidades de NaOH o HCI.
[0283] Condiciones de solucidn para FIV-50: &l compuesto se recolecté en DMSO
limpio, de grado farmacéutico, con minimo contenido de agua. De este modo es
soluble hasta al menos 100 mM. Para diluirlo en solucién amortiguadora o agua,
se usaron entre 1y 2 milisquivalzntes de NaOH (por lo tanto por cada pl de la
solucién 100 mh en DMSQ, se usa ente 1y 2 yl de NaOH 0,1 N) por cada mM de
FIV-50.
[0284] Cultivo celular. Se propagarn células monocitos/macréfagos  murinos
(RAW 224.7) en frascos T75 que contenian Medio de Eagle modificado Dulbecco
(DMEM) (Mediatech, Inc., Herndon, VA) a 37°C con 5% de CO:. El medio de
cultive  contenia 10% de  suero  fetal bovino (FBS), 100 pg/ml  de
penicilina/estreptomicina y L-glutamina.
[0285] Ensayo celular para EF: Se plaquearon células a 1 x 10° células por
cavidad en DMEM «que oontenia  10% de FBS, 100 pg/ml  de
penicilina/estreptomicina y L-glutamina con isobutilmetiizantina (IBMX) (50M) en
placas de cultiva celular de 43 cavidades y se dejaron adherir durante la noche a
ATAC en 8% de COa.. Se diluyeron PGEz-imidazol, PA (2,5 pg/ml) y EF (0,625
pg/ml) con medo de ensayo que contenia DMEM (sin rojo fenol) con 100 pg/mi de
penicilina/estreptomicina y L-glutamina. El medio se aspire de las células y se
reemplazoé con concentraciones variables de PGE:z-imidazol o de un compuesto de
interés junto con PA y EF u otra proteina productora de AMPc. Luego se incubaron
las placas durante 4 horas a 37°C en 5% de CO:. Luego de la incubacion, los
sobrenadantes de cultivo se quitaron (AMPC extracelular) y se transfirieron a
placas de 42 cavidades nusvas para la determinacion de AMPce.
[0286] Lictermir-acian de AMPc. Se midio la concentracion de AMPc extracelular
en los sobrenadantzs de cultivo con un ELISA especifico para AMPc de Assay
Designs, Inc. (Ann Arbor, Michigan) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Ensayos previos de los =fectos de la toxina han mostrado que los niveles

extracelulares fusron mas confiables que los niveles intracelulares de AMPc. Un
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informe reciente que describe el mecanismo de salida del ribonucledtido ademas
respalda el uso ce este ensayo (Lin <t al., 2008).

[0287] Estimacicn de efectos citaldricos. Se probaron todos los compuestos para
estudiar su citotoxicidad, y se descarté a cualquiera que produjese una réspuesta
citotéxica dentro del rango de concentracién probado (hasta 100 pM). La
citotoxicidad se midié mediante  observacion visual de las células control
(compuesto sin agregado de PA/EF) y cuantitativamente por liberacion de la
enzima lactato c'eshidrogenasa (LDH) a partir de una linga celular de monocitos-
macrofagos murinos (RAW 284.7; American Type Culture Collection, Manassas,
VA) (Peterson =t al., 20038) o mediante el ensayo MTT, que &s una prueha
colorimétrica qus se basa en la captacion de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-
2 A-difeniltetrazolic (MTT) por parte de células en proliferacion (los compuestos
citotdxicos reducen ¢l MTT captado por las células a medida que se incremanta la
concentracién de la droga) (Peterson et al., 2007). Para ¢l ensayo de LDH, se
propagaron las células RAW 2847 en medio esencial modificado por Dulbecco
suplementado  con 10% de su=ro fetal bovino, 100 pg/ml de  penicilina-

estreptomicina, y L-glutamina 2 mM (Mediatech, Inc.,Herndon, VA) a 37°C con §%

[

le CO. usando botellas para cultivo de tejidos. Subsiguientements, se plaquearon
las células en placas de cultivo de tejido de 96 cavidades de fondo plano (Corning)
a una densidad de 1 % 10°% sélulas/ml y se incubaron durante una noche a 37°C en
5% da CO-. S= lavaron las monocapas dos veces con medio esencial modificado
por Dulbecco desprovisto de suero o rojo de fenol. Se midié la citotoxicidad en
funcién de la cantidad de enzima LDH liberada por los macréfagos a los
sobrenadantes del cultivo celular. Se incubaron diferentes diluciones de los
compuestos durante 4 horas a 37°C en 5% de COa.. Se midié la liberacion de LDH
al sobrenadante del cultivo de las células de macréfagos usando el conjunto de
componentes para =nsayo de citotoxicidad no radiactivo CytoTox 96 (Promega,
Madison, W) y se cuantificd por medida de la absorbancia a longitud de onda de
490 nm. Un incremento en &l color del medio de cultivo fus una indicacion de

citotoxicidad.
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[0288] Para el ensayn de MTT, se usé un conjunto de componentes comprado de
la American Type Culture Collection (Manassas, VA). Se plaquearon células tipo
monocitos/macréfagos murinos J774A.1 (ATCC) a 5 x 1 0° células/ml y se

crecieron a entre 60 y 80% de confluencia a 37°C durante una noche en 5% de

CO-. Se agregaron a las células diluciones al medio de cada compuesto y se
incubaron duran:e 4 horas. Luego de= la incubacion, se agregd 10 pl/cavidad de sal
amarilla de tetrazolio MTT a las células y se dejé durante 2 horas. La sal fue
reducida por parte de las células metabdlicamente activas. El formazan purpura
intracelular resuftants se solubilizé durante una noche en reactivo con detergente
(ATCC numero de catalogo 30-1010K) provisto en el conjunto de componentes de
ensayo de MTT. Se midid el producto de reaccién a 570 nm y se cuantificd. La
reduccién de color fue una indicacidn de citotoxicidad.

EJEMPLO 14

INHIBICIIN DE PRODUCCION DE AMPC IN VITRO CON TOXINA COLERICA
[0289] Debido a que &l ensayo in vivo usa toxina colérica (enterotoxina ABS) para
inducir la secrecion de fluidos y electrolitos mediante el incremento de AMPc y
debido a que la misma lo hace a través de una via diferente a la del factor de
edema d= B. arthracis, se iniciaron estudios para determinar si estos compuestos
tambi=n podian inhibir a la toxina colérica en ensayos in vitro. Para estos estudios,
se utilizaron células RAW2E4.7. Las mismas se propagaron como se describid
previamente.

[0290] Flaqueo de células para el ensayo. Se contaron las células usando un
hemocitémetro y se plagquearon 1 x 10% aélulas por cavidad en una placa para
cultive de tejidos de 48 cavidades. Se dejd que las células se adhieran al plastico
durante una noche a 37°C en 5% da COa.

[0291] Ensayo Telular. En una placa nusva de 48 cavidades, se prepararon las
condicionss experim=sntales para transferirse a la placa de 43 cavidades que
contenia las células. Se calcularon las concentraciones de toxina e inhibidor y se
agregaron los volimenes a la placa de 43 cavidades. Luego se transfirieron las
condiciones experimentales a la placa de 45 cavidades que contenia las células y

se incubaron las placas durante 4 horas a 27°C en 5% de COa. Al final del periodo
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de incubacion de 4 horas, se sacaron los sobrenadantes de los cultivos (AMPc
extracelular) y s transfirieron a una nueva placa de 48 cavidades. Se usé el
conjunto de componentes para AMP ciclico directo Correlate-EIA de Assay
Designs para determinar cuantitativaments las cantidades de AMPc extracelular
de los sobrenadantes por duplicaca.

[0292] Las FIGS. 24 y 25 son los datos de FI-3 y FI-1. En este ensayo, Fi-3 inhibe
al AMP: inducicio por la toxina colérica, pero no tan bien como PGE:-imidazol.
Ademas se muestra que Fl-1 no inhibié al AMP:: inducido por la toxina colérica
(FIG. 25).

EJEMPLO 15

ESTUDIOS DE TOXICIDAD DE COMPUESTOS CON LDH

[0293] 3e iniciaron estudios para determinar si los ejemplos de compuestos fueron
citotdxicos para las células in vitro (ensayos de LDH) antes dez usarlos en el
modelo de asa ileal de raton.

[0294] Ensayos de LDH. Brevemente, se plagquearon  células  de
monocito/macrdfagos murines (RAW 264.7) en una placa para cultivo de tejidos de
oA cavidades a Sx10° células/ml en cada cavidad. Las células se dejaron adherir a
la placa durante una noche a 37°C/5% de CO.. Al dia siguiente, se lavaron las

células con DMEM limpido, (200 ul). Las diluciones de los articulos de prueba se
hicieron en tubos separados y se agregaron a las células. Se agregdé Amortiguador
de Lisis a los czvidades rotuladas como “100% de Lisis” y se incubaron las células
a 37°C/5% de CO; durante 3 horas. Se centrifugé la placa a 200 x g durante 5
minutos y se agregaron 50 il de sobrenadante a otra placa para cultivo de tejidos
estéril de 96 cavidades. Se agregd Mezcla de Sustratos a cada cavidad y se
incubé a temperatura ambiente sin luz durante al menos 30 minutos. Se agrego
Solucidn de Delencidn a cada cavidad y se leyd la placa a 490 nm.
[0295] Se dehe destacar que ninguno de los compuestos ensayados fue citotoxico
in vitro en el ensayo de LDH usado (FIG. 26, FIG. 27, FI3. 28). A pesar de que Fl-
1 no inhibié la acumulacion in vitro de AMPC en ningln ensayo, el mismo se probé
&n el ensayo in vivo, Ninguno ds s compuestos fue citotéxico en los ensayos de

LDH.
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[0296] Los datos generados a partir de ambos ensayos EdTx y CT s& muestran en
las FIG. 28 y FI(GG. 30. Notar que la inhibicién de la liberacién de AMPc s o bien
igual o hiezn mejor que la de PGEz-imidazol. Ninguno de astos compuestos fue
citotéxico en los znsayos de LDH in vitro (FIG. 31y FIG. 22).
EJEMPLO 16
ESTUDIOS DE FIV-50 IN VITRO EN RATONES CON E. COLI ENTEROTOXICA
[0297] El disero experimental para este ejemplo se ilustra en la FIG. 33.
Bravemente, a las -43 horas se administré a los ratones agua estéril suplementada
con estreptomicina y fructosa. Se les sacod la comida 12 horas antes de la
infeccién. Se inyectd un antagonista de receptor H2 de histamina entre -3 y -1
horas i.p. para inhihir la produccién de Acido en el estémago. A las 0 horas, se
incubaron los ratones con 400 pM del compuesto a probar y con E. coli
Entarotoxigénica (ETEC) (1x100%) administrada intragastricamente. A las 12, 24,
3B, y 60 horas desde la incubacién inicial, los animales recibieron alicuotas del
compuesto de prueba a por via i.p. A las 24, 48, o 72 horas se sacrificaron los
animalas con isofluorano y dislocacion cervical. Se midié el peso y la longitud del
intestino, se =st moé gravimétricamente =l contenido de fluido y se contd el nimero
de bacterias en =l intestino.

[0298] Dif=rantes dosificacion:s de FIV-50: El tratamiento con DC-4 tuvo un &fecto

inhibitorio sobre: la cantidad de bacterias (ETEC) que se recuperaron del fluido

int=stinal a las 72 horas, incluso a concentraciones de 0,1 mM (FIG. 34). El
incremento de fluido (estimado por peso de intestino) se redujo en presencia de
FIV-50 madido a las 72 horas luego de la infeccion (FIG. 35). A pesar de que las
diferencias entrz los grupos usando la relacion peso/longitud no son tan drasticas
como con solo el peso, es mas comun en la literatura cientifica relacionar la
pérdida de fluido con la longitud intestinal. Debido a la distensidén intestinal en
ratones tratados con ETEC, la relacién representa una verdadera reduccidn de
fluido en base al peso vy la longitud (FIG. 36).

'[0299] Se midio el efects de FIV-50 en comparacion con el de PGEz-imidazal. Se
usaron ocho animales por grupo <on 4 grupos: (1) grupo de ratones CD-1 control

hegativo + GSNO + PBS; (2) CD-1 + bacterias ETEC; (2) CD-1 + bacterias ETEC
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+ FIV-50 0,1 mM; (4) CD-1 + bacterias ETEC + PGEz-imidazol 1 mM. Los
animales recibieron ETEC (1x10%8) +/-FIV-50 (0,1 mM) o PGEx-imidazol (0,1 mM)
a tiempo 0 horas. Se administraron refuerzos de FIV-50 o PGE=-imidazol i.p. a las
12, 24, 36, 42 y 30 horas antes del sacrificio a las 72 horas. Se obtuvieron datos a
las 72 horas luego de la infeccion. Se analizaron €l peso de intestino, la relacion
peso/longitud intestinal, y las unidades formadoras de colonias (UFC) en &l fluido
intestinal mediante una prueba t de Student de dos colas para muestras
independientes.
[0300] Se observé una reduccién en el peso del intestino (indicativo de
acumulacién de fluido) en los ratones tratados con FIV-50 y PGEx-imidazol (FIG.
37A). Se observd una mayor reduccion =n el peso en los animales tratados con
ETEC + FIV-50. El efecto fue mas pronunciado en el tratamiento con FIV-50 que
con PGEx-imidazol. A pesar de que las diferencias entre el calculo de la relacién
pesoflongitud no  fueron estadisticamente  diferentes, el efecto sobre la
acumulacién de fluido total en los animales tratados con FIV-50 fue mas evidente
aun (FIG. 37A).
[0301] Ambas compuestos tuvieron un sfecto sobre la recuperacion de bacterias
del fluido intestinal a las 72 horas luego de la infeccion (FIG. 28). Estos resultados
sugieren que lz habilidad d= las bacterias ETEC para colonizar y persistir en el
intestino disminuyen en presencia de PGEa-imidazol o FIV-50. Si las bacterias no
son capaces de colonizar, 1as mismas serdn expulsadas del intestino.
[0302] EI =xamen inicial de los tejidos indicé una alteracion en la integridad de la
superficie del irtestino delgado de los animales tratados solo con ETEC, segun se
demaostrd mediante =l acortamiento de la longitud de las microvellosidades y el
tejide necrético (FIG. 39, fotos supericres). Por el contrario, la integridad del
intestino estuvo intacta en los animales tratados con FIV-50 asi como también con
PGE,-imidazal (también infectados con ETEC) (FIG. 39, fotos al medio e
inferiores).
[0303] Los estudios ultrasstructurales dzl intestino delgado de ratones infectados
con ETEC sclamente demostraron una destrucciéon de las microvellosidades y

muerte celular (FIG. 40). Se uséd tejido control (no infectado) para comparacion.
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Las FIG. 41 y 42 demuestran mas gjemplos de destruccidén de tejido debido a
toxicidad bacteriana (magnificacion mas alta, 32000X y 34000X respectivamente).
Se mantuvo la integridad de la barrera del epitelio intestinal cuando los animales
infectados con ETEC también se trataron con PGE--imidazol (FIG. 43). Como se
observa &n las imagenes ds ME, las microvellosidades de las células parecen
bastante intactas (pequenas areas de destruccion de microvellosidades), pero no
se encontré evidencia de muerte celular. La integridad de la barrera epitelial
intestinal s& mantuvo completaments en ratones CD1 infectados con ETEC y que

recibieron FIV-50 (FIG. 44). Como se observa en las imagenes de ME, las

microvellosidades de las células estuvieron intactas (sin signos de destruccién de
microvellosidades), vy tampoco hubo  evidencia  de  muerte  celular.
Microscopicamente, FIV-50 fue mas sficaz que PGEz-imidazol en la prevencion del
dafio tisular por ETEC.

[0304] Se ohservéd destruccion de las microvellosidades del intestino delgado de
los animales infectados con ETEC. Fue evidente una reduccién en el daffo con el
PGE.-imidazol, pers la proteccion fue mas evidents en los animales tratados con
FIV-50. No se obs=rvd evidencia de toxicidad en los animales tratados con PGE--
imidazol o con FIV-50 (no hubo sangrado, se mantuve la integridad del epitelio
intestinal, no hubo evidencia de muerte celular).

[0305] Cursc tempaoral lusgo de tratamiento con FIV-50: se usaron 32 animales:
(1) 4 ratones CD-1 por grupo a las 24 horas, (n = 8); (2) 4 ratones por grupo a las
43 horas (n = 8); (3) & ratones por grupo a las 72 horas (n = 16). Los animales
recibieron ETEC (1x108) +/-FIV-50 (0,1 mM) al tiempo 0 horas. Se administraron
refuarzos de FIV-50 a las 12, 24, 33, 48 y 30 horas. Los grupos de animales se
sacrificaron a las 24, 48 y 72 horas. Se obtuvieron datos a las 24 horas (4 ratones
por grupo), 48 horas (4 ratones por grupo) y 72 horas (8 ratones por grupo) luego
de la infeccion. Se analizaron el peso del intestino, la relacion pesof/longitud
intestinal y las unidades formadoras de colonias (UFC) en el fiuido intestinal
mediante una prusha t de Student de dos colas para musstras independientes.
[0306] Se observé un incremento transitorio en la asumulacion de fluidos a las 24

horas en los animales tratados con FIV-50 (FIG. 45). Esta acumulaciéon de fluidos
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disminuye progresivamentz =n forma significativa con ¢l tiempo (gntre 24 y 72
horas) No se observd una significacion estadistica entre ETEC + FIV-50 a las 72
horas. Nota: se& observd que se obtizne un efecto mas significativo cuando el FIV-
50 esta recién preparado.
[0307] Se conteron las bacterias en el fluido intestinal, se incluyen los datos
crudos de los animales selzccionados para demostrar diferencias significativas
entre animales tratados con ETEC (ETEC) versus tratados con ETEC + FIV-50
(FIV-50) a diferentes tiempos, 24, 43 y 72 horas luego de la infeccion. Los datos
fque se presentan aqui son solamente a las 72 horas (P < 0,01 en animales
tratados con FIV-50 vs. ETEC) (FIG. 43). Se observaron diferencias de 3
logaritmos =n &l nimero de bacterias recuperadas.
[0308] Comyparaciin entre tratamienty con FIV-50 — oral vs. tratamiento i.p.: Para
evaluar si &l pico nicial de fluide a las 24 horas se debia a la administracién de
FIV-50 por via oral, estos animalss se compararon con animales infectados con
ETEC que solo recibieron FIV-50 por ruta i.p. Se usaron 72 animales, (1) 24
ratones CD-1 que racibieron ETEC (n = 3 a las 24 horas, £ a las 48 horas y & a las

2 horas); (2) 24 ratones CD-1 que recibieron ETEC + FIV-60 oral & ip. (n =23 a
las 24 horas, 3 a las 48 horas y 3 a las 72 horas); (3) 24 ratones CD-1 que
recibieron ETEC + IFIV-50 solaments por via ip. (n =8 a las 24 horas, 2 a las 43
hora y & a las 72 horas); Los animales recibieron ETEC (1x10%8) +/-FIV-50 (0,1
mM) al tiempo 0 horas (oral). Un solo grupo comenzé recibisndo FIV-50 después
de 12 horas por via ..p. Los refuerzos de FIV-50 i.p. se administraron a las 12, 24,
33, 48 y 80 horas. Se sacrificaron los animales a las 24, 48 y 72 horas. Se
obtuvieron datos a las 24 horas (4 ratones por grupo), 48 horas (4 ratones por
grupo) y 72 horas (8 ratones por grupo) luego de la infeccién. Se analizé la
relacién peso/longitud intestinal mediante una prueba t de Student de dos colas
para muestras independientes.
[0309] Se cbservd ur: incremento en la acumulaciéon de fluidos a las 24 horas (*
P<0,058) en los animales tratados con ETEC + FIV-50-oral (FIV-50 oral) (FIG. 47).
La =liminacion de la inoculacién oral inicial redujo la acumulacién de fluidos. El

efecto maximo de FIV-50 se observé a las 45 horas (P<0,01) en este experimento.
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Sin embargo, a las 72 horas luego de la infeccion, la acumulacion de fluidos en los
animales tratadcs con FIV-50 oral fue menor que en el control (ETEC).
[0310] Cinética de crecimiento bacteriano en presencia o ausencia de FIV-50:
Para determinar si las diferencias =n la colonizacién intestinal se atribuian a la
muerte de los organismos por FIV-50, se llevé a cabo una serie de estudios in vitro
para astablecer el efecto antibacteriano de FIV-50. Se crecieron cultivos de ETEC
H10507 u otra becteria entérica (aislados de E. coliy Salmonella patogénicos) en
medio de crecimiento Luria-Bertani (LB) en presencia o ausencia de FIV-50 0,1
mM. El crecimiento de las cepas se monitored mediante medida de absorbancia a
600 nm a incrementos de una hora durante 6 h asi como también mediante la
cuantificacion de diluciones seriadas y el plagueo a las 0 y 6 horas para evaluar
las velocidades de: crecimiento. La densidad o6ptica de los cultivos corresponde
directamente a las unidades formadoras de colonias/ml de hacteria: 1 OD 600 = 8
x 108 bacterias.
[0311] Los datos muostraron qgue FIV-50 no tuvo efecto sobre el crecimiento dehido
a que no se observaron diferencias en la tasa de crecimiento en ausencia o en
presencia de FIV-50 (FIG. 48). Por lo tanto, los efectos observados én la
colonizacién intestinal no fueron debidos a la muerte de los organismos por FIV-
50. La FIG. 49 &s similar a la anterior, no se observaron diferencias en el
crecimiento de bacterias incubadas con o sin FIV-50.
[0312] Adhesidn hacteriana a células epiteliales cullivaclas: Para determinar
ademas si FIV-50 estaba teniendo un efecto sobre la adhesién bhacteriana, se
diseiié un experimento para evaluar la adherencia in vifro de la células tisulares en
cultivo. Las bacterias se crecieron estaticamente en medio LB durante una noche

-

a 37°C y se inocularon a una multiplicidad de infeccion de aproximadamente 10:1
sobre monocapas de células epiteliales cultivadas semiconfluentes (células Hela
en experimento 6 y células Caco-2 en experimento 7) crecidas en placas de
microtilulacion de 24 cavidades. Antes de su uso, s& lavaron las células con
solucién salina amortiguada con fosfato estéril (PBS, pH 7,4) y se restituyeron con
DMEM (medio de cultivo tisular esencial minimo de Dulbecco). lLas bacterias y las

células se incubaron durants 3 horas a 37°C y 5% de CQO;, y luego se lavaron las
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células cinco veces con 1 mil de PBS. Para cuantificar la adherencia de E. coli, se
recuperaron las células con 200 pl de Triton X-100 al 0,1% en solucion
amortiguadora de PBS y se plaquearon en placas de agar con Luria con el
antibidtico apropiaclo. Los datos se expresan como UFC/ml de bacterias
recuperadas adherentes a partir de cavidades por triplicado, y representan al
menos dos experimentos separados llevados a cabo por triplicado.

[0313] Solo se observd reduccién de adherencia para ETEC (sin significacion
estadistica) (FIG 50). Par lo tanto, los resultados sugieren que FIV-50 no interfiere
con la unién de las bacterias a las células in vitro y sustentan la importancia de los
estudios vivo en donde el efecto inhibitorio sobre la adhesion se debe
probablemente a la inhibicion de la adenilato ciclasa. Se infectaron 1x10° células
Hela con 1¢107 hacterias +/-FIV-50 y se& cuantificé la adhesion luego de 3 horas.
(Las células Hela son una linea celular estandar que s& usa en ensayos de
adhesion bacteriana). La FIG. 51 es similar a la anterior, la reduccién en la
adherencia se chservdé solamente para ETEC. El pequefio incremento de
adherencia en las otras cepas no fue estadisticamente significativo. FIV-80 no
interfiere con la unién de Ia's hacterias a las células o con la prevencion del
crecimiento bacteriano. Se infectaron 1x10° células Hela con 1x107 bacterias +/-
FIV-50 y se cuantifico la adhesion luego de 3 horas. La FIG. 52 es similar a las dos
previas, la reduccian de adherencia se observé para ETEC, pero en este caso se
redujo la adherencia de dos cepas diferentes de ETEC y no se observd el mismo
efecto en otros patdégenos (no productoras de toxina LT). Se infectaron 1x10°
HeLa células con 1x107 bacterias +/-FIV-50 y se cuantifico la adhesion luego de 3
horas. También se probé el efecto de FIV-50 sobre la adhesiéon bacteriana a
células Caco-2 con FIV-50. En este caso, no se observé reduccion de adherencia
en muestras de bacterias incubadas con FiV-80, en su lugar, s& observé un
pequeio incremento de adherencia =n las células tratadas con FIV-50 (sin
significacian estadistica) (FIG. 53). El efecto puede deherse al tipo de células que
se usd o a la falta de los receptores apropiados sobre las células. Se infectaron
1x10° células Caco-2 con 1x107 hacterias +/-FIV-50 y se cuantificé la adhesion

lusgo de 2 horas (las células Caco-2 son una linea de células de la colonia
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intestinal que tambi&n se usa en ensayos de adhesion bacteriana). La FIG. 54 es
similar al experimento previo, no se ohservé reduccion de adherencia, en su lugar,
se observd un leve incremento en las musstras tratadas con FIV-50. Estos datos
se obtuvieron luego de 3 horas de incubacion y es posible que el efecto sobre
estas células requiera mayores tiempos de incubacion. Se infectaron 1x10° células
Caco-2 con 1x107 bacterias +/-FIV-50 y se suantifico la adhesion luego de 3 horas.
[0314] Tratamiento comparativo con FIN-50 (FIV-50 sclo por rutas oral o ip.;
definicion de toxicidad): Para evaluar si la presencia de FIV-50 en el intestino
produce algin efecto tdxico sobre el tejido, se compararon los animales que
recibieran ETEC solo, FIV-50 solo, ETEC + FIV-50 (ruta oral solamente), y ETEC
+ FIV-50 (ruta i.;p. solamente). Se usaron 32 animales (28 animales por grupo), (1)
ratones CD-1 que recibieron ETEC solamente; (2) ratones CD-1 que recibieron
FIV-50 solamants; (3) ratones CD-1 que recibieron ETEC + FIV-50 solamente oral
(4) ratonzs CD-1 que recibieron ETEC + FIV-50 solamente ip. Los animales
recibieron ETEC (1x1048) +/-FIV-50 (0,1 mM) a tismpo de 0 horas (oral o i.p.). Un
grupo solamente recibié FIV-50 por via oral (no ETEC), FIV-50 i.p. o refuerzos
orales administrados a las 12, 24, 33, 45 y 30 horas. Se sacrificaron los animales a
las 24 y 72 horas. Los datos obtenidos a las 24 horas (4 ratones por grupo) y 72
horas (4 ratones por grupo) luego de la infeccidn se analizaron para ver signos
fisicos de toxicidad (inflamacién, acumulaciéon de fluidos, sangrado, etc.) y se
determing el conteo bacteriano en ambos puntos de tiempo. Los datos se
analizaron mediantz una prueba t de Student de dos colas para muestras
independientes.

[0315] No se obsetvaron signos de sangrado o inflamacidén en ninguna de las
condiciones probadas. Se observd acumulacion de fluidos a las 24 horas (ETEC +
FIV-50 por infeccion oral) como se informd en los experimentos previos. El tejido
intestinal estuvo narraal en comparacién con los animales control (no infectados o
con administracién de FIV-50). Se hicieron los conteos hacterianos en los
animales infectados con ETEC y se abtuve una reduccién en el conteo bacteriano
en los ratones tratados con FIV-50 (FIG. 55). No se recuperaron bacterias en los

animales que recibieron solamente FIV-50.
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[0316] ElI modzlo de raton tratado con antibidtico con dieta restringida y los
estudios llevados a cabo con FIV-50 y PGE--imidazol se optimizaron como se&
muestra en la presente. Ademas, se confirmé que FIV-50 inhibe la pérdida de
fluido intestinal durante la infeccién experimental con E. coli enterotoxigénica, pero
este compuesto incrementa la acumulacién de fluidos en forma temprana durante
la infeccion probablement2 debido al modo de administracién. FIV-50 tuvo un
efecto sobre la habilidad de ETEC para colonizar el intestino delgado. Ademas, los
datos histoldgicos y microscopicos confirmaron cue el tratamiento con FIV-50 no
dafa la arquitectura intestinal. Los #nsayos de adhesién in vitro confirmaron que
FIV-50 afecta la union de ETEC pero no exhibe un efecto similar sobre otros
patbégenos.

EJEMPLO 17

ESTUDIOS EN RATON DE COMPUESTOS DE TIPO FORMULA 1 CON TOXINA
COLERICA

[0317] Resumen dal procedimiento experimental y resultados globales. La toxina
colérica (CT), cuando se inocula en el asa intestinal ligada de ratones, causa una
distensién marcada debide a la acumulacidn de fluidos. Con el objetivo de
determinar si PGE-L-histidina u otros compuestos reducen la actividad de PGE-
inducida por CT, sz usé el modelo murino de coélera experimental. El ensayo en
asa intestinal ligada de ratén se llevo a cabo en ratones Swiss-Webster adultos
(entre 5 y 8 semanas de edad) que se adquiricron y alojaron en un bioterio animal
libre de patdégenos. Brevemente, los ratones recibieron agua sin comida durante
18 horas antes de la cirugia para reducir €l contenido de alimento del intestino
delgado. Se hizo una incision en la linea media ventral bajo anestesia con mezcla
de isoflurano: =tancl para exponer el intestino delgado. Se cred un segmento
individual de entre 5 y 8 cm de intestino clelgado, ligado con sutura de Vicrilo 00,
en cada raton. Se llevé a caho el desafio intestinal mediante inyecciéon de CT (1
pg) con o sin PGE> 200 uM en 100 pl de solucion salina amortiguada con fosfato
(PBS y albumina bovina sérica (BSA) o entre 100 y 200 pM de los diferentes
compuestos probados (FI-3, FI-2, FI-1, FIV-50, y Fll-1) en 100 pl de PBS + BSA.

Los grupns contrales incluyzsron animales inoculados con PGE:-imidazol o con los
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diferentes compuestos analogos probados en PBS/BSA o con dimetilsulfoxido al
1% (DMSO; usado para solubilizar los diferentes compuestos). Después de 6
horas de observacidn, se sacrificarcn los animales mediante dislocacion cervical y
se sacaron las asas intestinales. En algunos de los experimentos, los animales
recibieron una inygccion intraperitoneal de PGE--imidazol entre 100 y 200 M o de
los diferentes compuestos analogos como pretratamisnto previo a la cirugia. Se
midid la cantidacd de fluido luminal y se expresd como piflcm. Se analizaron los
datos de acumulacion de fluidos mediantz una prueba t de Student de dos colas
para muestras indepandientes o mediant= prueba de Comparacion para Grupos
Mualtiples de Dunrett.

[0318] En la Taba 6 se muestra un resumen de los cambios mostrados por los
analogos de PGEx-imidazal y PGEs-imidazol en un modelo murino de colera

experimental.

TABLA 6

Compuesto Condiciones Reduccion de la

probado experimentales acumulaciéon de | Toxicidad

fluidos

PGE.-imidazol Sin preincubaciéon | Si No
4 horas de | Si No
preincubacién
preincubacion

FI-3 Sin preincubacion | Si No
4 horas de | Si Si
preincubacion
preincubacién

Fl-2 Sin preincubacion | Si No
4 horas de | Si No
preincubacion
preincubacion

Fl-1 Sin preincubacion - | No Si

FIV-50 Sin preincubaciéon | Si No
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4 horas de | Si No
preincubaciéon

preincubacion

Fll-1 Sin preincubacién | No* No

[0319] Con la optimizacion del modelo murino, PGEz-midazol confiere proteccion
contra la pérdida de fluido intestinal durante la infeccion experimental con CT. Se
llevaron a cabo =studios en el modele murino de infeccion con CT con PGE--
imidazol para una optimizacidén adicional.

[0320] Como se ilustra en la FIG. 53, el PGEz-imidazol reduce en forma =ficaz la
pérdida de fluido intestinal luego d= la infeccidn experimental con CT. Este
experimento se repitié al menos dos veces y en la FIG. 86 se muestra un
experimento reprasentativo. Coma experimentos controles, se llevaron a cabo
infecciones con FGEa-imidazol solo o con PBS+BSA, y los mismos confirmaron
que estos compuestos en ausencia de CT no causan acumulacién de fluidos en la
configuracidn experimental.

[0321] Luego se determind si la praincubacién con PGE:-imidazol potenciaba el
efecto antisecretotio del compuesto. Se administraron cuarenta g de PGE:-
imidazol &n 200 pl de PBS por ruta intraperitonsal 4 horas antes del desafio. Como
se ilustra en la FIG. 57, la preincubacién con PGE:z-imidazol causa una reduccion
significativa en la acumulacion de fluido intestinal luego de la infeccion
experimantal con CT. Los resultados son representativos de dos experimentos
independient=s llevados a cabo en dos dias diferentes.

[0322] Estos resultados indicaron que PGE:-imidazol inhibe en forma significativa
la secrecion intestinal inducida por toxina colérica y que el modelo experimental
era optimo para probar cual de los andlogos identificados por tener una astividad
in vitro incrementada es mas eficaz durante la infeccion in vivo.

[0323] FI-3 también confirid proteccion contra la pérdida de fluido intestinal
durante la infecaidn experimental con CT pero mostrd efectos toxico. El primer
analogo probado fue FI-3, que praviamente se habia demostrado que tenia una
actividad dependiente de la dosis y una acumulacion extracelular de AMPc

reducida in vitro causada por la toxina de Edema de Bacillus anthracis.
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[0324] En forma similar a los resultados obtenidos con PGE:-imidazol, FI-3 causé
una reduceién eficaz y significativa en la acumulacion de fluido intestinal luego de
la infeccion experimental con CT (FIG. 53, representativa de dos experimentos
independientss)  Sin embargo, se observd que varios animales tratados con la
mezcla de CT + FI-3 murieron antes del final del experimento a las 6 horas. Mas
aun, en los animales sobrevivientes, se observd que las asas ligadas se volvieron
inflamadas y se recclectd sangre del lumen intestinal. En algunos casos, se
observaron coagulos de sangre y acumulacion de fluidos en 2l asa.
[0325] Se llzvd a cabo un experimento adicional en donde se compararon los
animales tratados con FI-3 al tiempo de la infeccion con aquellos que recibieron
una dosis I.P. d= Fl entre 3 y 4 horas antes de la infeccién. Como se ilustra en la
FIG. 59, no se observd una diferencia estadisticamente significativa en los
diferentes grupos de tratamisnto sin importar €l tiempo de preincubacion. Otra vez,
los animales murisron antes del punto final del experimento y varios animales que
recibieron tratamento con FI-3 mostraron =dema, y acumulacion de fluidos y
sangre.
[0326] El siguientz compuesto que se probd fue FI-2, otro analogo de PGE--
imidazol que mostrd actividad inhibitoria de AMPc in vitro con efecto citotoxico
minimo. El analisis inicial mostrd que FI-2 puéde Ser un compuesto promisorio que
fue eficaz en la reducciéon de la acumulacidon de fluido intestinal luegoe de la
infeccion experimental con CT (FIG. 60). Con FI-2 cominmente no hubo edema
presente, sin embargo, se obssrvdé acumulacion de sangre en el asa y en la
cavidad peritoneal. FI-2 fue protector contra la pérdida de fluido intestinal pero fue
altamente téxico para los animales.
[0327] Un aspscto para tensr en ment= s que FI-2 requiere el agregado de
DMSOQ para solubilizarse y este solvente podria ser potencialmente téxico in vivo.
Como se demuesstra en la FIG. B0, la inyeccién de las asas ligadas con DMSO al
1% causd una leve acumulacidon de fluido (sin embargo, una experimentacion
adicional demostrd que el DMSO no era una fuente de toxicidad).
[0328] Similarmente: a los estudios con FI-3, se compararon los animales tratados

con CT al tiempo de la infeccidn con aquellos que recibieron dosis 1.P. Como se
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ilustra en la FI(5. 81, se ohservd una reduccién de acumulacién de fluidos (sin
embargo, sstadisticament= no significativa) cuando los animales pretratados se
compararon con controles con CT. Sin embargo, €l nimero de animales que
sobrevive las A horas completas de incubacion se redujo a la mitad, lo que no fue
debido a la anestesia de la cirugia sino que se asocié con el efecto tdxico del
compuesto. Los animales sobrevivientes que recibieron tratamientos con FI-2
mostraron intestinos sangrientos, destruccion de la microvasculatura y en algunos
casos acumulaciin de fluidos.

[0329] Se iniciaron estudics adicicnales para investigar el efecto toxico que se
observd en los animales tratados con FI-2. Los animales se pretrataron con FI-2,
con DMSQ al 1% solo o con CT/ FI-2 y luego se sacrificaron a diferentes puntos
de tiempo para observar y registrar cambios en la arquitectura intestinal,
acumulacién de fluidos y daio de la cavidad peritoneal dehidos al pretratamiento
oon FI-2 por ruta intraperiton=al (i.p.). Como se observa en la FIG. 62, panel A, el
color del intestino (‘rosado”) y la provisién de sangre intacta (venas y arterias)
representan un intestino de ratdn intacto. En contraste, los intestinos que se
obtuvieran de los animales pratratados con Fl-2, 4 horas antes de la cirugia de asa
intestinal, se volvieron fragiles y se observaron sangrantes incluso antes de la
cirugia (panel B) y se observd un extenso sangrado luego de la ligacién (panel C).
Para descartar la posibilidad de que el DMSO que se usé para solubilizar el FI-2
fuera el responsakle del sangrado, los ratones se inyectaron i.p. con DMSO al 1%
y se incubaron durante 4 horas (panel D) o 7 horas (panel E). La integridad de los
intestinos permanszcié intacta y no se observd toxicidad. En contraste, los
intestinos de los ratones inyectados con FlI-2 & incubados durante £,8 horas (panel
F) o 7 horas (panel G) mostraron cambios drasticos en la coloracion y la textura
del intestino. Mas aun, se interrumpio la provisidon de sangre € incluso las heces
mostraron una decoloracién “verdosa/amarillenta” (panel F).

[0330] Para confirmar que el experi.mento resultd bien, se ligd el intestino de un
animal control y se¢ inyectd toxina colérica (CT) en el asa. 3 horas luego de la
cirugia, se observéd acumulacion de fluidos en el asa (panel H). Por el contrario, los

animales pretratados con FI-2 y luego inyectados con una soluciéon con ambos CT
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y FI-2 mostraron una reduccion en la acumulacion de fluidos, pero se ohservé un
sangrado masivo y una destruccion de la arquitectura intestinal. Mas aun, se
observé sangre en la cavidad intraperitoneal y pulmonar (panel I). En resumen, el
experimento coqfirmé que a pesar de que FI-2 es eficaz para reducir la
acumulacién de fluidos inducida por CT, también fue téxico para los animales.
[0331] FI-1, un compuesto andlogo a FI-2, no reduce ta acumulacion de fluidos y
aun asi fue téxico. Para determinar si la toxicidad que se observé con FI-2 fue
causada por la estructura del compuesto, se prohd un compuesto analogo, Fl-1,
en el modelo del asa (FIG. 63).
[0332] En contraste al compuesto FI-2, FI-1 no causé una reduccidon en la
acumulacion de “luidos y en su lugar, produjo un leve incremento. Mas aun, se
observaron afectos téxicos similarss a FI-2 en aquelles animales inyectados con
este compuesto. los resultados sugieren que estructuras de compuestos similares
podrian producir un efecto toxico similar en la cavidad intestinal y en el asa
intestinal pero los mismos no muestran la misma eficacia con respecto a la
acumulacion de fluidos.
[0333] FIV-50 fue protector contra la pérdida de fluido intestinal y no mostré
ningun efecto toxico evidente =n los animales. Los compuestos que se clasificaron
como inhibidores eficaces in vivo tanto para la Toxina de Edema como para la
Toxina colérica, se probaron in vitro. El primer compuesto que se probd fue FIV-
50, que fue extremadamente eficaz =n los experimentos in vitro sin un efecto
citotdxico obvio.
[0334] EI primer juego de experimentos mostré que FIV-50 reduce eficazmente la
acumulacién de fluide intestinal luego de la infeccion experimental con CT (FIG.
64). No hubo edema presente en los animales tratados con FIV-50 solo, lo que
indica que este compueste no fue téxico bajo las condiciones probadas. En
algunos animales, e observé acumulacién d= sangre en el asa intestinal.
[0335] Se llevaron a cabo experimentos subsiguientes en donde los animales se
pretrataron con una preincubaciéon con FIV-50 antes de la ligacién del asa, debido
a que los compuestos previos, que no eran aparentemente téxicos =n el primer

expsrimento, mussiran una toxicidad si se usan para pretratar usando la ruta i.p.
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Come se ilustra en la FIG. G5, se observé una reduccion significativa en la
acumulaciéon de fluidos cuando se compararon los animales pretratados con los
controles CT. Casi todos los animales sobrevivieron las 6 horas completas de
incubacién y no se observaron signos de efecto tdxico asociado con el
pretratamiento con compuesto. Varios de los animales sobrevivientes que
recibieron pretratamiento con FIV-50 mostraron intestinos sangrientos y la
acumulacién de sangre en el asa fue mas comuan que en los animales controles
tratados con CT solo.
[0336] FII-1 proc'uja una lzve reduccién en la pérdida de fluido intestinal pero no
fue realmente =ficaz debido a que se separd de la solucidn cuando se mezclo el
compuesto con el amortiguador que se usa para ajustar €l volumen a inyectar. Se
probd un segundo compuesto identificado a partir de los estudios in vivo, que fue
FlI-1. Este compuasto también fue =ficaz en los experimentos in vitro sin ningdn
efecto citotdxico obvio.
[0337] FlI-1 no causd una reduccién significativa en la acumulacion de fluidos y en
su lugar, produjo un leve incremento en la acumulacién de fluidos cuando los
animales recibieron =l compuesto solo (FIG. 85). Se observaron efectos toxicos,;
sin embargn, =s importants destacar que el compuesto Fll-1 se separd de la
solucidn cuando sz lo mezald con el amortiguador de carga (PBS y BSA).
[0338] Se optimizaron &l modelo murino de célera experimental y los estudios
llevados a cabo oon PGEz-imidazol y otros analogos. Se confirmé que PGE--
imidazol confiers proteccién contra la pérdida de fluido intestinal durante la
infeccion exparimental con CT. Mas aun, se demostré que FI-3 y FI-2 también
pueden reducir la pérdida de fluido intestinal. El compuesto FIV-50 es un analogo
promisorio eficaz ¢n el modelo de asa murino. Finalments, se iniciaron estudios
con FliI-1 y los resultaclos indicaron que este compuesto también &s un inhibidor.
EJEMPLO 18
EJEMPLOS DE COMPUESTOS Y SINTESIS DE LA INVENCION
[0339] Las moléculas que originalmente se calificaron como activas fueron
aductos de aminas de una ciclopentenona, PGA.. Esta fue la primera estructura

que condujo a la sintesis de una serie de aductos de amina simple de enonas
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ciclicas (FIG. 67). A pesar de ser activos, los aductos de este tipo se calificaron
como inestables con respecto a su reaccion inversa. Como consecuencia, se
desarrolld una nueva serie de compuestos =n donde el enlace carbono-nitrégeno
se reemplazd por un enlace carbono-carbono que seria no susceptible a la
reaccion de eliminacidn no deseada. Estas moléculas se disefaron para contener
un anillo heterociclico muy parecide a los aductos de imidazol originales. Una ve
que se desarrollé la quimica para su sintesis, estas estructuras constituyeron uno
de los primeros juegos de compuestos sintetizados y probados. Se descubrieron
varios compusastos con actividades semsjantss a la encontrada en el primer
compuesto.
[0340] Nuevos heterociclicos asociados a uniones bC-N: Las moléculas que
originalmente se clasificaron come activas fueron aductos de aminas de una
ciclopentenona, PGA,. Esta fue la primera estructura que condujo a la sintesis de
una serie de aductos de amina simple de enconas ciclicas (FIG. 67). A pesar de ser
activos, se astablzcié que los aductos de este tipo eran inestables con respecto a
su reaccion inversa. Como consecuencia, se desarrolld una nueva serie de
compuestos en donde &l enlace carbono-nitrdgeno se reemplazé por un enlace
carbono-carbono que seria no susceptible a la reaccion de eliminacion no
deseada. Estas moléculas se disefaron para contener un anillo heterociclico muy
parecido a los aductos de imidazol originales. Una vez que se desarrollé la
quimica para su sintesis, estas estructuras constituyeron uno de los primeros
juegos de compuestos sintetizados y probacdos. Se descubrieron varios
compuestos con actividades semejantes a la encontrada en el primer compuesto.
Este trabajo se ha sxpuesto en informes previos.
[0341] Se siguid otra estrategia para la sintesis de aductos heterociclicos que
sean estables. Dsbido a que los aductos originales eran inestables a la
eliminacién, se diseio un juego de moléculas que unid el heterociclo a un carbono
con hibridizacién sp2. Es posible que estos compuestos que poseen un enlace C-
N con un carbone de hibridizacion sp2 sean eliminados debido a que dicha
reaccion transformaria un alquino en un anillo pequeio de cinco o seis miembros.

Se sintetizaron y ensayaron tanto los aductos de ciclopentenona como de
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ciclohexenona. Interesantements, estos compuestos fueron inactivos para la
inhibicién del factor de edema del antrax y de la toxina colérica.
[0342] Estructuras triciclicas. Los tipos de estructuras que se probaron
originalmente fueron muy simples. Dehido a que los resultados del ensayo
parecen plancharse en el rango de los 10 pmol, se decidid sintetizar una serie de
compuestos que tisne un segundo anillo anclado a la cetona ciclica parental,
misntras que se mantiene al mejor farmacadforo hallado en los analisiss previos.
Estas moléculas poseen un segundo anillo unido al ndcleo de ciclohexanona en la
pasicion 5 (FIG. 83). Se compraron el fluorobenceno y &l las furanociclohexa-1,3-
ciclodionas y se desarrollé la quimica para convertirlos a las moléculas deseadas
en dos pasos. En =l ensayo inicial, =l derivado de parafluorofenilo demostré una
actividad que parecid promisoria. Sin emhbargo, en &l ensayo en asa intestinal se
descubrié gque era téxico.
[0343] Nusvios compuastos principales en base a desarrollo computacional. En
conjunto con la quimica medicinal que se lleva a caho, se hizo modelado
moalecular sobre el sitio active de la enzima en un intento por encontrar nuevos
tipos de estructura que puedan tener potzncial como inhibidores. Se ensayd un
compuesto que surgid del modelado molzcular y hallé una actividad promisoria. En
base a este compuesto principal, se sintetizaron tres nuevos compuestos (FIG.
59). En una forma de realizacion, estas estructuras proveen acceso a nu&vos
compuestos con miejor actividad y propiedades fisiologicas.
[0344] En un intznto por hallar nueves derivados. con mejor solubilidad, se
sintetizé una seriz de nuevas moléculas =n base al compuesto principal de
fluorenona. El objetivo en la sintesis de estas moléculas &s mejorar la actividad,
solubilidad y aprender mas acerca de la relacion estructura actividad de la
molécula. Se sintstizaron las benzamidas (FI-10 y Fl-11) primariamente para
mejorar la solubilidad del sistema. Las versionss de bifenilo se sintetizaron para
mejorar la solubilidad a la vez reteniendo un caracter hidrofébico mas similar a la
fluorenona. Se sintztizaron moléculas que toman ventaja del farmacéforo original
teniendo a la vez una funcionalidad adicional. El objetivo de esta estrategia fue

identificar compuestos que tengan mayor actividad a través de la interaceion con
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un segundo sitio de unidn. A pesar de ser eficaces en el ensayo, mostraron ser
téxicos. Ademas, a través de una estrategia de modelado molecular, se
identificaron dos tipos de estructura que demostraron una actividad promisoria en
los ensayos in vivo.
EJEMPLO 19
METODOS PARA EL EJEMPLO 20
[0345] Métados generales: Todos los solventes usados en las reacciones se
secaron antes di usarse salvo que se indique lo contrario. La cromatografia en
capa delgada se llevé a cabo usando placas pre-recubiertas con gel de silice 60
Fos4 (250 pm de espesor). La cromatografia de columna se llevéd a cabo usando gel
de silice R0 de malla 220-400. Los espectros de RMN se obtuvieron en un
espectrdmetro Varian 300 MHz; los desplazamientos quimicos se informan en
unidades & en relacion con la sefal de tetrametilsilano (TMS) a 0,00 ppm. Las
constantes de acoplamiento se informan en Hz. La espectroscopia de masa de
alta resolucién fue: realizada en ¢l centro de espectrometria de masa y protedmica
de la Ohio State Uiniversity.
[0346] Procedimiento general para la sintesis de las bromoenonas 16 y 21: Se
diluyd trifenilfosfina (14,4 g, 55 mmol, 1,1 equiv.) en 80 ml de benceno anhidro. La
solucién se enfrio a 0°C =n un baio de hizlo y se agregé por goteo una solucién
de Bra 1M =n benceno (55 mmol, 1,1 equiv.) empleando un embudo de adicion.
Después de la adizién del bromo, s& dejé subir la temperatura de la mezcla hasta
la temperatura amient= y s= agregd trietilamina (7,8 ml, 85 mmol, 1,1 equiv.) con
una jeringa seguido la adicidn rapida de una suspensidn de la 1,3-diona (7,0 g, 50
mmol, 1,0 equiv.) =n cloruro de metileno. La mezcla luego se dejé en agitacion
durante la noche a temperatura ambiente. El solvente se elimind en un evaporador
rotativo y &l residuo se diluyd en CH2Clz y se adsorbid en gel de silice antes de la
cromatografia flash eluyendo con 0-50% acetato de etilo-hexano para dar la
bromoenona en buenos rendimientos.
[0347] Procedimiento general para el acoplamiento de Suzuki: Se cargd un vial
para microondas con una varilla de agitacién, bromoenona (100 mg, 1 equiv.),

acido horénico o éster (1,2 equiv.) y etanol (4 ml). A la solucidn s& agregé K-COs

1§



-

135
1M (1,2 equiv.) seguido por la adicion del zatalizador de paladio (FC 1001, 0,5 mol
% Pd) con soporte de polimero. La reaccion se sometid a las siguientes
condicionss de micreondas: Potencia 250 W, Temperaiura 110°C, Rampa 1:00
min, Tiempo de mantenimiento 5 min, Potencia maxima activada (enfriamiento de
aire continuo). La reaccion luego se enfrié a temperatura ambiente y se filtré a
través de un tapon de celite eluyendo con acetato de etilo o cloruro de metileno. El
solvente se evapord en un evaporador rotativo. El residua se diluyé en cloruro de
metileno y se lavd con salmuera. Las capas organicas se secaron sobre MgSO4 y
el residuo se purificd por cromatografia en gel de silice automatica para dar el

producto deseado con rendimizntos moderados a buenos.
0]

Br
[0348] 3-Bromociclohex-2-enona. A un balén de 250 ml con varilla de agitacion
bajo atmasfera de nitrégeno se agregd 17,72 g de trifenilfosfina (57,57 mmol) y 60
ml de benceno anhidro. La reaccién se agitd y se enfrié a 0°C en un hafo de agua
hislo. Se agregd bromo (3,50 ml, 63,11 mmol) por goteo a la solucidén bien agitada
durante un periodo de 30 minutos. Después de la adicién, la reaccion se agitd por
otra hora a temparatura ambiente y se agregaron 9,5 ml de trietilamina (67,50
rmimol) con jeringa seguido por una solucion de 1,3-ciclohexanodiona (5,125 g en
25 ml de CHCl;, 4571 mmol). La reaccion se agitd durante 12 horas a
temperatura ambiente bajo nitrdgeno. La reaccidn se purificd haciendo pasar la
mezcla a través de un embudo de filtro gque contenia 3 cm de gel de silice y
lavando con éter (50 ml). El filtrado se concentré y se purificd por cromatografia
flash =n =l sistzrna Biotage, eluyendo con entre 0% y 50% de acetato de
etilo/hexanos. Las fracciones de producto se recolectaron y s& concentré para dar
un aceite incolora (5,634 g, 700). (Ref. JOC 1982, 47, 2329.) 'TH RMN (CDCI;, 300
MHz): 5 2,07 (quintuplets, J = 8,3 Hz, 2H), 2,41 (t, J = 6,3 Hz, 2H), 2,81 (t, J = 6,2
Hz, 2H), 8,48 (t, J = 1,8 Hz, 1H). *C RMN (CDCl;, 75 MHz): & 23,0, 35,2, 38,4,

132,4, 150,0, 195,0.
O
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[0349] 3-Bromo-2-metilciclopent-2-enona. Un balén de 250 ml se secd en el
horno y s& enfrié bajo vacic. Al recipiente se agregaron 25,03 g de PPhzBr= (59,21
mmol), y &l recipiente se coloco hajo atmasfera de nitrégeno. Se agregd hbenceno
anhidro (150 ml) con j=ringa, y la solucidn se agitd durante 20 min. antes de la
adicion de Et:N (3,40 mi, 59,768 mmol). Después de la adicidon, se agregd 2-metil-
ciclopentanediona (5,23 g, 46,668 mmol) a la solucién agitada. La reaccidn se agitd
durant= 12 horas y se purificd haciendo pasar la mezsla de reaccion anaranjado
palido a través d= un embudo de filtro con relleno de gel de silice. El filtrado se
recolectd en un recipients de fondo esférico y el gel de silice se lavé con otros 20
ml de éter. El solvente se =limind hajo presién reducida y el compuesto se purificd
por destilacion al vacio (42-43°C, 0,1 mm Hg) para dar un aceite amarillo palido
(4,10 g, 80%). (Fef. Synthetic Communications 1975, & (3), 193-199). 'H RMN
(CDCls, 300 MHz): 51,79 (t, J = 2,4 Hz, 3H), 2,54-2,57 (m, 2H), 2,90-2,95 (m, 2H).
25 RMN (CDCls, 756 MHz): & 10,0, 35,1, 35,8, 141,3, 153,1, 204,0.
)
(J
®

[0350] 3-Fenilciclohex-2-enona (FI-4). Un vial para microondas se carg6 con una
varilla de agitacion, 3-bromociclohex-2-enona (35 mg, 1 equiv., 0,37 mmol), acido
fenilborénico (55 g, 1,2 equiv., 0,45 mmol) y etanol (4 ml). A la solucidén se
agregd 1M KaCOs (1,2 equiv., 0,45 mmol) seguido por la adicién de el catalizador
de paladic soportado en polimero FC 1001 (27 mg, 3 mol % Pd). La reaccion se
sometid a las siguientes condiciones de  microondas: Potencia 250 W,
Temperatura 110°C, tiempo de rampa 1:00 min, tiempo de mantenimiento & min,
Potencia Maxima conectada (enfriamiznto continuo con aire). La reaccion luego se
enfrid a temperatura ambiente y se filtrd a través de un tapén de celite eluyendo
con acetato de etilo. El solvente se evapord en un evaporador rotativo. El residuo
s& diluyd en cloruro de metileno y se lavd con salmuera. La capa organicas se
secaron sobre MgS0, y &l residuc se purificd por cromatografia en gel de silice
automatica usando zlucion en gradiente (D a 20% acetato de etilo/hexanos) para

dar el producto deseado como un sélide blanco (48 mg, 75% de rendimiento). H
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RMN (300 MHz, CDCl;): & 7,50-7,53 (m, 2H), 7,36-7,41 (m, 3H), 6,40 (t, J = 1,4
Hz, 1H), 2,78 (td J = 3,9, 1,2 Hz, 2H), 2,48 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 2,14 (quintuplete, J
= 6,9 Hz, 2H). *C (75 MHz, CDCly): 199,68, 1596, 135,56, 129,8, 128,5, 125,9,
125,53, 37,3, 25,1, 22 6. LCMS (ESI): masa calculada para (C:H:0) m/z 172,09,

medida [M+H]": m/z 173,17.
0]
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[0351] 3-Piridin-3-il-ciclohex-2-enona (FI-5). Se prepar6é como se describe
precedentemente a partiv de 3-bromociclohex-2-enona y 3-acido piridinilborénico.
La purificacion mediante cromatografia flash automatizada usando elucion en
gradiente (20 a 3C % acetato de etilo/hexanos) dio el praducto (42 mg, 54°%:) como
un sélide anaranjada oscuro. '"H RMN (300 MHz, CDCl): 5 7,80 (ddd, J =7.,8, 2,4,
1,5 Hz, 1H), 7,34 (ddd, = 7,3, 4,5, 0,6 Hz, 1H), 3,41 (t, J = 1,5 Hz, 1H), 2,78 (t, J
S Hz, 7H), 2,51 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 2,18 (quintuplste, J = 8,2 Hz, 2H). °C (75

Ex

[=

MHz, CDCL): 1992 156,56, 150,53, 1473, 133,4, 123,68, 123,86, 37,4, 28,0, 22,9.
LCMS (ESI): masa calzulada para (CyHyiNQ) m/z 173,08, medida [M+H]": m/z
174,16.
O
eUeY
C

[0352] 3-Dibenzofuran-4-il-ciclohex-2-enona. S= sintetizé a partir de  3-
hromociclohex-2-znona y acido dibenzofuran-4-borénico de acuerdo con &l
procedimiento general descripto para el acoplamiento de Suzuki. La purificacion
mediants cromatografia flash automatizada usando elucion en gradiente (0 a 20 %
acetato de etilo/hexanos) dio el producto (141 mg, 83%) como un sélido blanco. H
RMN (300 MHz, CDCls): 5 7,91 (d, J = 5,9 Hz, 2H), 7,30-7,58 (m, §H), 5,90 (s, 1H),
2,97 (t, J =47 Hz, 2H), 2,56 (t, J = 6,1 Hz, 2H), 2,21 (quintuplete, J = §,8 Hz, 2H).
PG (TS MHz, CDCls): 200,1, 153,27, 188,9, 1583,3, 128,5, 127,7, 1258, 1253,

124,0, 1235, 12,2, 1280, 122,0, 120,7, 1119, 37,7, 20,0, 23,2. HRMS

148
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(Electrospray LCT): masa calculada para (CizH4Qz + Na) m/z 285,0891; medida

[M+Na]": m/z 285,0395.
0O

~

[0353] 3-Benzo|b]tiofen-2-il-ciclohex-2-enona. Se sintetizé a partir de 3-
bromosiclohex-2-cnona  y  acido bhenzotiofen-2-boronico de  acuerdo con &l
procedimiznto general descripto para el acoplamiento de Suzuki. La purificacion
por cromatografia flash automatica dio el producto (134 myg, 89%) como un sdlido
blance. 'H RMN (300 MHz, CDCls): & 7,73-7,82 (m, 2H), 7,52 (s, 1H), 7,31-7,39
(m, 2H), 6,46 (s, 'H), 2,37 (td, J = 5,9, 1,2 Hz, 2H), 2,581 (t, = 6,2 Hz, 2H), 2,13
(quintuplets, J = 6,3 Hz, 2H). 2 (75 MHz, CDCls): 169,3, 1525, 142,5, 140,2,

139,58, 126,3, 12504, 1250, 1249, 1246, 122,5 37,5, 27,9, 22,8. HRMS

LO

(Electrospray LCT): masa calculada para (Cq3H20S + Na) m/z 251,0507; medida

[M+Na]™: m/z 251,0501.
@]

[0354] 3-(1-Metil-1H-pirazol-4-il)-ciclohex-2-enona. A un balén d= 50 ml con
varilla de agitacion se agragd 0,152 g de 3-bromociclohex-2-enona (0,368 mmol),
0,216 g de 1-melil-d-(4,4,5 5-tetrametil- 1,3 2-dioxaborolan-2-il)- 1H-pirazol (1,04
mmol), 5 ml de THIF, 4,0 ml de= una sclucion acuosa de solucion de KF 2,0 M, y
0,139 g de 5% Pd sobre carbén activado (Degussa tipo E105 CAW, 7,5 mol %5

La reaccion s& agité, se colocd bajo nitrégeno, y se calentd a 60°C en un haiio de
aceite durantz la noche. La reacsiéon no se completd por TLC de modo que la
temperatura se <levd a 30°C y s& calentd por otras 18 horas. La reaccion se
purificd por filtracién de la mezcla cruda a través deun tapén de celite y extraccion
con cloruro de metileno (2 veces con 5 ml). Las fases organicas se& combinaron, se
seco con sulfato de sodio, se filtrd, y se concentré bajo presidn reducida. La
mezcla se hizo pasar a través de una columna Fisher Prep Sep SCX eluyendo con

& ml de CHaCl seguido por & ml de metanol/amoniaco (7N). Las fracciones no

(49
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eran puras, de manera que la purificacion se realizd usando cromatografia flash en
el sistema Biotage utilizando elucidn en gradiente (0% a 809 acetato de
etilo/hexanos). Las fracciones de producto se combinaron y se concentrd para dar
un polvo blanco (45 mg, 29%:). "M RMN (CDCls, 200 MHz): & 2,09 (quintuplete, J =
6,3 Hz, 2H), 2,41-2,46 (m, 2H), 2,83 (t, J = 6,3 Hz, 2H), 3,92 (s, 3H), 6,26 (t, J =
24 Hz, 1H), 7,57 (s, 1H), 7,39 (s, 1H). *C RMN (CDCl;, 75 MHz): & 22,5, 27,9,
37,4, 394, 121,56, 128,65, 137,65, 151,9, 199,3. LCMS (ESI): masa calculada para

(C1gH12Nz0) m/z 173,09, medida [M+H]": m/z 177,08.
O

| X

N_~
OCH;

[0355] 3-(6-Metoxi-piridin-2-il)-ciclohex-2-enona. Se sintetizd a partir de 3-
bromaciclohex-2-enona  y  éster de  acido  6-metoxi-2-piridinborénico  N-
fenildietanalamina de acuerdo con &l procedimientd general descripto para el
acoplamiente  de Suzuki. La purificacion mediante cromatografia flash
automatizada usar do elucién =n gradiente (0 a S0 %% acetato de =tilo/hexanos) dio
el producto (156 mg, 29%) como un polvo blanco. 'H RMN (CDCl;, 300 MHz):

15 (quintuplete, J = 6,3 Hz, 2H), 2,50 (t, J = 3,3 Hz, 2H), 2,86 (i, 5,2, 1,5 Hz,
2H), 3,95 (s, 3H), ¢,75 (dd, J = 8,4, 0,6 Hz, 1H), 5,91 (t, J 5 Hz, 1H), 7,153 (dd,
7.5, 0,3 Hz, 1H), 7,59 (td, J = 7,5, 0,5 Hz, 1H). ">C RMN (CDCl;, 756 MHz): 3 22,7,
25,2, 37,7, 53,3, 12,2, 14,1, 125,11, 138,8, 182,68, 1677, 163,2, 200,5. LCMS

(ESI): masa calculada para (CyzH3NO;) m/z 20&,09; medida [M+H]": m/z 204,05.
0]

N

rad

SJ
[0356] 3-Tiazol-2-il-ciclohex-2-enona. A un recipiente de fondo esférico de 100
ml con varilla de agtacion se agregd 0,185 g de polvo de cine (2,82 mmol) y 3 ml
de N, N-dimetilacetamida. El recipiente se colocé bajo nitrdgeno y se agregaron
0,083 ml de TMS-clo:uro (0,53 mmol) y 0,05 ml de 1,2-dibromoetano (0,55 mmol).
La reaccidn se agitd durante 5 min. y se agregd con jeringa 0,09 ml de 2-

bromotiazol (0,992 nmol). La reaccidn se agitd durante 1 hora a temperatura

1€0
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ambiente bajo nitrégeno. A un recipiente de fondo esférico de 100 ml separado
con varilla de ajitacion se agregd 0,124 g de 3-bromociclohex-2-enona (0,708
mmol) y 0,024 g de Pd(PPh3).Clz (4,5 mol%:), y 10 ml de THF anhidro. La especie
organocine preparada previaments se agregé a la solucion de enona por goteo
eliminando <l cins en exceso usanda una jeringa provista de un tapén de algodon.
La reaccién s= calentdé durante la noche a 60°C en un bafo de aceite con
agitacion bajo atmésfera de nitrdgeno. La reaccién s purificd transfiriendo la
solucidn a un vial que contenia 10 ml de solucién saturada de cloruro de amonio, y
el producto se ex'rajo con acetato de tilo (2 veces con & ml). La capa organica se
secO con sulfato de sodio, se filtré, y €l solvente se concentré bajo presion
reducida. El producto se purificd por cromatografia flash usando el Sistema
Biotage con =lucion en gradiente (0% a 80% acetato de etilo/hexanos). Las
fracciones de producto se combinaron y se concentré para dar un sélido amarillo
palido (35 my, 23°5). "H RMN (CDCls, 200 MHz): 3 2,17 (quintuplete, J = 6,3 Hz,
2H), 2,82 (t, J =83 Hz, 2H), 2,97 (td, J = 5,3, 1,5 Hz, 2H), 6,69 (br s, TH), 7,45 (d,
J = 3,0 Hz, 1H), 7.93 (d, J = 2,0 Hz, 1H). "*C RMN {CDCl;, 75 MHz): 5 22,4, 27,0,
37,3, 1214, 1286, 144 4, 151,7, 163,7, 1994, LCMS (ESI): masa calculada para

(CoHaNOS) m/z 179,04; medida [M+H]": m/z 150,02,
o)

\ A\

[0357] 3-Tiofen-3-il-ciclohex-2-enona. Se sintetiz6 a partir de 3-bromociclohex-2-
enona y Aacido 3-tiofeno bordnico de acuerdo con el procedimiento general
descripto  para el acoplamiento de Suzuki. El producto se purificé por
cromatografia flash automatizada usando =lucién en gradiente (0 a 50°% acetato
de etilo/hexanos). Un sdlide amarille se aisld después de recoger las fracciones y
recristalizar a partir de hexanos y acetato de etilo para dar 0,086 g de agujas
incoloras (72°5). 'Th RMN (CDCls, 200 MHz): 5 2,13 (quintuplete, J = 3,3 Hz, 2H),
1,2 Hz, 1H),

247 (4 J = 8,3 Hz, 2H), 2,73 (dd, J = 6,3, 1,2 Hz, 2H), 6,20 (t, J
7.51-7,36 (m, 2H), 7,55 (dd, J = 2,7, 1,5 Hz, 1H). "*C RMN (CDCl;, 75 MHz): 5

ISy
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226, 278, AT, 1258, 1249, 1250, 123,5, 140,5, 153,3, 199,9. LCMS (ESI):

masa calculada para (CigHi160S) m/z 17&,05; medida [M+H]": m/z 179,04
@)

—

s/
[0358] 3-Tiofen-2-il-ciclohex-2-enona. Se sintetizd a partir de= 3-bromociclohex-2-
enona y acido 2-tinfenhoronico de acuerdo con el procedimiento general descripto
para el acoplamiento de Suzuki. El producto se purificé haciendo pasar €l producto
a través de un pequeio tapon d= gel de silice eluyendo con cloruro de metileno y
recristalizaciéon a partir de hexanos y acetato de etilo para dar un sélido cristalino
amarillo palido (125 myg, 33%). 'H RMN (CDCl;, 300 MHz): & 7,42 (d, J = 5,4 Hz,
1H), 7,36 (4, J = 3,3 Hz, 1H), 7,08 (t, J = 3,9 Hz, 1H), 6,41 (s, 1H), 2,79 (t, J = 6,3
Hz, 2H), 2,46 @t J = &3 Hz, 2H), 2,14 (quintuplete, J = 6,3 Hz, 2H). °C RMN

(CDClz, 75 MHZ): & 1692 1523, 1424, 1287, 128,2, 127,2, 122,7, 37,3, 28,1,

22.5. LCMS (ESI): masa calzulada para (CigH100S) m/z 178,05, medida [M+H]":
m/z 179,04.
0]
\ N
O

[0359] 3-Furan-3-il-ciclohex-2-enona. Se sintetizé a partir de 3-bromociclohex-2-
enona y acido furan-3-borénico de acusrdo con el procedimiento general descripto
para el acoplamiento de Suzuki. La purificacidn mediante cromatografia de
columna sobre gel de silice usando elucion en gradiente (0 a 30 % éter/hexanos)
dio el producto (13 mg, 16°%) como un sdlido blanco. 'H RMN (300 MHz, CDCls): &
7,70 (s, TH), 7,44 (t, J = 1,8 Hz, 1H), 8 56 (t, J = 1,1 Hz, 1H), 3,24 (s, 1H), 2,63 (td,
J=57, 1,1 Hz, 2H), 2,43 (t, J = 6,3 Hz, 2H), 2,11 (quintuplete, J = 8,3 Hz, 2H). "*C
(75 MHz, CDCIG): 200,1, 15820, 144,6, 142,4, 126,0, 123,3, '107,6, 37,6, 27,5, 22,7,
HRMS (Electrospray LCT): masa calculada para (CigH;Oz2 + Na) m/z 185,057'8;
medida [M+Na]”: m/z 185,0574.
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[0360] 3-(6-Metcxi-piridin-3-il)-2-metil-ciclopent-2-enoria. Se sintetizd a partir

de  3-bromo-2-mstilciclopent-2-enona  y  acido  G-metoxipiridin-3-borénico  de
acuerdo con =l procedimiento general descripto para €l acoplamiento de Suzuki.
La purificacién por cromatografia flash automatica dio el producto (138 mg, 92%)
como un sdlido blanco. "H RMN (300 MHz, CDCLs): & 8,41 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,77
(dd, J = 5,5, 2,5 Hz, 1H), 2,53 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 3,99 (s, 3H), 2,92-2,57 (m, 2H),
2,56-2.83 (m, 2H), 1,99 (t, J = 1,9 Hz, 3H). *C (75 MHz, CDCls): 5208,9, 164 4,
152,68, 1464, 1374, 1389, 1254, 10,9, 55,8, 33,3, 28,7, 10,2. LCMS (ESI): masa
ca(l;:ulada para (CyzH3ND:) m/z 2032,09; medida [M+H]™: m/z 204,09.
(J
(;
OCH,3
[0361] 3-(3-Metoxi-fenil)-ciclohex-2-enona (FI-15). Se sintetiz6 a partir de 3-
bromociclohzx-2-enona  y  acido  3-metoxifenilborénico de acuerdo con el
procedimiento general descripto para el acoplamiento de Suzuki. La purificacion
mediant= cromatoyrafia flash autematizada usando elucién en gradiente (0 a 80%
acetato de etilo/hexanos) dio el producto (141 myg, 38%) como un sélido amarillo
palida. "H RMN (300 MHz, CDCls): & 7,30 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 7,10 (dd, J = 3,0, 0,3
Hz, 1H), 7,03 (t, J = 2,2 Hz, 1H), 6,92 (dd, J = 3,3, 2,5 Hz, 1H), 5,39 (bs, 1H), 3,82
(s, 3H), 2,75 (td, J =21, 0,8 Hz, 2H), 2,48 (t, J = 6,3 Hz, 2H), 2,14 (quintuplete, J =
6,1 Hz, 2H).
0]

e
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[0362] 3-Quinolin-6-il-ciclohex-2-enona. Se sintetizd a partir de  3-

bromociclohex-2-enona y A-(4,4,5 5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)quinolina de

1S3
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acuerdo con el procedimiento general descripto para €l acoplamiento de Suzuki.
La purificacion mediante cromatografia flash automatizada usando elucion en
gradient= (40 a 100 % acetato de stilo/hexanos) dio el producto (164 myg, 58%%)
como un polvo blanzo. "H RMN (CDCls, 200 MHz): & 8,92 (dd, J = 4,2, 1,5 Hz, 1H),
§,17(d, =73 Hz, 1H), 8,11 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 7,95 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 7,86 (dd,
J=90, 24 Hz, 1H), 743 (dd, J =84, 4,5 Hz, 1H), 5,54 (s, 1H), 2,530 (1, J = 5,2 Hz,
2H), 3,53 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 2,21 (pent, J = 6,3 Hz, 2H). ">C RMN (CDCI;, 75
MH=): & 1994, 1533, 1512, 143,68, 135,7, 136,5, 129,9, 127,8, 126,8, 126,53,
1257, 121,7, 37,3, 25,2, 22 5. LCMS (ESI): masa calculada para (CizH,z=NO) m/z
23,10; medida [M+H]": m/z 224,30,
O

(J e

N
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[0363] 3-(1H-Indol-5-il)-ciclohex-2-enona. Se sintetizé a partir de  3-
bromociclohex-2-enona y pinacol ster de acido indol-5-borénico de acuerdo con
el procedimiento general descripto para 2l acoplamiento de Suzuki. La purificacion
mediante cromatografia flash automatizada usando elucidn en gradiente dio el
producto (151 mg, 23%) como un sélido amarillo palido. 'H RMN (300 MHz,
CDCls): & 3,55 (bs, 1H), 7,36 (d, J = 0,3 Hz, 1H), 7,37-7 44 (m, 2H), 7,28 (dd, J =
3,3, 2,5 Hz, 1H), 3,59 (t, J = 2,5 Hz, 1H), 3,51 (t, J = 1,1 Hz, 1H), 2,88 (td, J = 5,3,
14 Hz, 2H), 281 (t, J = 8,3 Hz, 2H), 2,13 (quintuplete, J = 8,0 Hz, 2H). °C (75
MHz, CDCl): 200,1, 181,5, 136,7, 130,1, 127,9, 1254, 123,7, 120,2, 119,1, 111,3,
103,32, 37,5, 285, 23,00 HRMS (Electrospray LCT): masa calculada para

(C13H1zND + Nay m/z 234,0895; medida [M+Na]™: m/z 234,0897.
0]

e

[0364] 3-Benzo[1.3]dioxol-5-il-ciclohex-2-enona. Se sintetizé a partir de 3-
bromociclohex-2-znona y acido 3,4-metilendioxifenilbordnico de acuerdo con el
procedimiento general descripto para el acoplamiento de Suzuki. La purificacion

mediante cromatografia flash automatizada usando lucion en gradiente (0 a 80%

ISy
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acetato de atilo/hexanos) dio <l producto (164 mg, 35%) como un sélido blanco. 'H
RMN (300 MHz, ©:DClg): & 7,07-7,00 (m, 2H), 3,81 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 5,31 (s, 1H),
5,04 (s, 2H), 2,70 (t, J = §,5 Hz, ZH), 2,45 (t, J = 3,3 Hz, 2H), 2,12 (quintuplete, J =
6,5 Hz, 2H). "*C (75 MHz, CDCly): 199,7, 159,0, 146,2, 1432, 132,3, 124,2, 120,7,
105,4, 106,3, 1016, 37,4, 23,3, 23,0. LCMS (ESI): masa calculada para (CzH4:0z)
m/z 215,02; medida [M+H]™: m/z 216,95,

O
() ~
[0365] 3-(3-Hidroxi-fenil)-ciclohex-2-enona. Se sintetizé a partir de 3-
bromociclohex-2-enona  y  acido  3-hidroxifenilborénico  de  acuerde  con el
precedimienta general descripto para el acoplamiento de Suzuki. La purificacion
por cromatografia flash automatica dio el producto (83 myg, 64%) como un sdblido
amarillo palido. "M RMN (300 MHz, CD;0D): 5 7,22 {t, J = 7,8 Hz 1H), 7,05 (ddd, J
=7,8, 1,5, 0,0 Hz, 1H), 5,98 (t, J = 1,5 Hz, 1H), 8,82 (ddd, J = 8,1, 2,4, 1,2 Hz, 1H),

6,31 (t, J = 1,2 Hz, 1H), 2,79 (td, J = 2,0, 1,5 Hz, 2H), 2,46 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 2,12
(quintuplete, J = 6,6 Hz, 2H). "*C (75 MHz, CD;OD): 202,5, 163,4, 158,3, 141,3,
1307, 1252, 1124, 18,2, 13,8, 38,1, 29,2, 23,9. LCMS (ESI): masa calculada

para (CizHz0z) miz 135,08; medida [M+H]": m/z 159,0.
0] :

oy
N
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[0366] 3-(1H-Indol-5-i)-5,5-dimetil-ciclohex-2-enona. S sintetizé a partir de 3-
Bromo-5&,5-dimetil-ciclohex-2-enona y &cido indol-5-borénico pinacol éster de
acuerdo con &l procedimiento general descripto para &l acoplamiento de Suzuki.
La purificacidon madiante cromatografia flash automatizada usando elucion en
gradiente (0 a 0% acstato de etilo/hexanos) dio el producto (177 my, 9552) como
un sdlido blancuzco. "TH RMN (500 MHz, CDCly): & 8,97 (bs, 1H), 7,34 (s, 1H), 7,39
(d, J=12Hz 2H, 7,22 (dd, J = 3,0, 2,1 Hz, 1H), 5,56 (dd, J = 3,0, 2,1 Hz, H),
6,49 (t, J = 1,5 Hz, TH), 2,74 (d, J = 1,2 Hz, 2H), 2,35 (s, 2H), 1,25 (s, 2H), 1,14 (s,
3H). "°C (75 MHz, CDCly): 200,4, 150.5, 136,2, 130,2, 127,9, 125,5, 122,4, 120,1,

(s§
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1191, 111,35, 103,1, 50,9, 425, 225, 23,4, 24.9. HRMS (Electrospray LCT): masa

calzulada para (CgH7NO + Na) m/z 252, 1203, medida [M+Na]": m/z 252,1204.
0]

NN
HsCO
[0367] 3-(6-Metoxi-piridin-2-il)-2-metil-ciclopent-2-enona. Se sintetiz6 a partir
de  3-bromo-2-metilciclopent-Z-enona  y  acido  B-metoxi-2-piridinborénico  N-
fenildistanolamine éster de acuerdo con el procedimiento general descripto para el
acoplamiento de:  Suzuki. La  purificacidon  mediante  cromatografia  flash
automatizada usando elucidn en gradiznte (0 a 50% acetato de etilo/hexanos) dio
el ;:nr«:ndu::tb (94 myg, B9%%) como un solido amarillo palido. '"H RMN (CDCl:, 300
MHz): & 7,684 (dd, J =84, 75 Hz, 1H), 7,17 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 8,75 (d, J = 8,1 Hz,
1H), 2,97 (s, 3H), 2,00-2,95 (m, 2H), 2,56-2,5% (m, 2H), 2,20 (t, J = 2,1 Hz, 3H).
C RMN (CDCl;, 75 MHz): & 210,2, 163,2, 1582,0, 138,58, 138,68, 1291, 1161,
11,7, 53,3, 23,09, 27,7, 10,6. LCMS (ESI): masa calculada para (CzHz:NOz) m/z

[0368] 2-Metil-3-quinolin-6-il-ciclopent-2-enona. Se sint=tiz6 a partir de 3-
bromo-2-metilsicle pent-2-2nona y acido indol-5-horénico pinacol éster de acuerdo
won &l procedimiznte general descripte para €l acoplamiento de Suzuki. La
purificacion mediante cromatografia flash automatizada usando  elucidn en
gradiente (40 a 100% acetato de etilo/hexanas) dio el producto (146 mg, 78%
como un sélido blanco. '"H RMN (CDCls, 300 MHz): 5 8,95 (dd, J = 4,2, 1,5 Hz,
1H), 8,21 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 3,16 (d, J = &7 Hz, 1H), 7,95 (d, J = 2,1 Hz, 1H),
7,55 (dd, J = 5,7, 1,8 Hz, 1H), 7,456 (dd, J = 3,1, 4,2 Hz, 1H), 3,01-3,05 (m, 2H),
2.50-2 52 (m, 2H), 205 (t, J = 2,1 Hz, 3H). *C RMN (CDCl;, 75 MHz): & 2093,
185,2, 151,53, 1481, 1374, 1354, 134,68, 129,8, 1284, 1279, 127,0, 121,8, 34,1,

(3¢
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20,5, 10,2. LCMS (ESI): masa calculada para (CieHi:NO) m/z 223,10; medida
[M+H]": m/z 223,74,
0]

B
|
[0369] 2-Metil-3-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-ciclopent-2-enona. Se sintetizd a partir
de  3A-bromo-2-metilciclopent-2-=nona y  1-metil-4-(4,4,5 5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol de acuerdo con el procedimiento general descripto
para =l acoplamiento de Suzuki. La purificacion mediante cromatografia flash
automatizada usando elucién en gradiente (0 a 1007 acetato de etilo/hexanos) y
recristalizaciéon posterior dio el producto (21 mg, 16%:) como un sélido blanco. H
RMN (CDCls, 300 MHz): 5 7,80 (s, 1H), 7,70 (s, 1H), 2,84-2,80 (m, 2H), 2,52-2,48
(m, 2H), 1,95 (t, J = 2,1 Hz, 3H). LCMS (ESI): masa calculada para (Cy;HzN:0)

m/z 176,09; medida [M+H]": m/z 177,09,
o)

7 N
N=

[0370] 2-Metil-3-piridin-3-il-ciclopent-2-enona. Se sintetizd a paitir de 3-bromo-
2-metilciclopent-2-enona y  acido  3-piridinborénico  de  acuerdo con el
procedimiento gensral descripto para el acoplamiento de Suzuki. La purificacion
mediante cromatografia flash automatizada usando eluciéon en gradiente (0 a
100% acetato de =tilo/hexanos) y recristalizacion posterior dio el producto (28 mg,
3154) como un acsite pardo. 'H RMN (CDCl, 300 MHz): 5 8,73 (s, 1H), 8,53 (br d,
J=3,8Hz 1H), 7,82 (dt, J = 3,1, 2,1 Hz, 1H), 7,40 (dd, J = 8,1, 4,& Hz, 1H), 2,91-
2,053 (m, 2H), 2,53-2,50 (m, 2H), 1,93 (t, J = 2,1 Hz, 3H). "*C RMN (CDCl;, 75
MH=): & 208,83, 182,5, 1501, 1433, 1379, 1345, 1291, 125,4, 35,9, 29,0,
LCMS (ESI): masa calculada para (C,H{NO) m/z 173,08, medida [M+H]": m/z
174,07.
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[0371] 3-(1H-Indol-5-iI)-2-metiI-ciclopent-Z-enona. Se sintetizéd a partir de 3-
bromo-Z2-metilciclopent-2-enona y 5-(4,4,5,5-tetrametil- 1,3, 2-dioxaborolan-2-il)-1H-
indol de acuerdo con &l procedimiento genaral descripto para el acoplamiznto de
Suzuki. La purifizaciéon mediante cromatografia flash autornatizada usando elucion
en gradiente (0 a 100% acetato de etilo/hexanos) y recristalizacion posterior dio el
producto (128 mg, 92%) como sélido amarillo palido. '"H RMN (CDCls, 300 MHz): 3
7,86 (s, 1H), 7.47-7.39 (m, 2H), 7,27 (t, J = 3,0 Hz, 1H), 6,62 ¢, J = 2,1 Hz, 1H),
5,02-2,47 (m, 2H), 2,57-2,54 (m, 2H), 2,05 (t, 3H, J = 1,8). "*C RMN (CDCl, 75
MHz): & 210,0, 163,3, 136,2, 1345, 1282, 12 125,32, 121,49, 120,53, 111,1,
103,4, 34,2, 26,7 10,5. LCMS (ESI): masa calculada para (Cy3H:NO) m/z 211,10;
mediga [M+H]": nv/z 212,03,

o¥er
(
[0372] 3-Dibenzofuran-4-il-5,5-dimetil-ciclohex-2-enona. Se sintetizd a partir de
3-bromo-5,5-dimetilciclohex-2-2non y acido dibenzofuran-4-bordnico de acuerdo
con el procadimiento general descripte para el acoplamiento de Suzuki. La
purificacién por cromatografia flash automatica dio el producto (192 mg, 93%)
como un sélido blanzo. 'H RMN (300 MHz, CDCL): & 7,95 (dd, J = 7,4, 1,1 Hz,
1H), 7,92 (ddd, J = 7,7, 0,3, 0,8 Hz, 1H), 7,59 (d, J = 3,3 Hz, 1H), 7,51-7,43 (m,
2H), 7,34 (t, =77 Hz, 1H), 7,23 (t, J =74 Hz, 1H), 6,91 (t, J = 1,4 Hz, IH), 2,85
(d, J = 1,4 Hz, 2H), 2,42 (s, 2H), 1,19 (s, AH). *C (75 MHz, CDCl;): $200,3, 155,0,
153,9, 1534, 1277, 1278, 125,68, 1253, 124,3, 123,58, 123,2, 123,0, 122,0, 120,7,
12,0, 51,3, 45,0, 24,2 26 7. HRMS (Electrospray LCT): masa calculada para

(CagH1502 + Na) m/z 313, 1204; medida [M+Na]™: m/z 313,1201.
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[0373] 3-(2-Metoxi-fenil)-ciclohex-2-enona. Se sintetizd6 a partir de  3-
bromociclohex-2-enona  y  acido  2-metoxifenilborénico de acuerdo con el
procedimients general descripto para el acoplamiento de Suzuki. La purificacion
mediante cromatografia flash autormnatizada usando elucién en gradiente (0 a 80%
acetato de etilo/hzxanos) dic el producto (166 mg, 98%3) como un aceite amarillo
palido. "H RMN (300 MHz, CDCls): 5 7,32 (ddd, J = 8,3, 7,4, 1,6 Hz, 1H), 7,18 (dd,
J=7.7, 1,9 Hz, 1H), 8,95 (dd, d =74, 1,1 Hz, 1H), 5,91 (d, J = 3,5 Hz, 1H), 6,18 (t,
= 1,8 Hz, 1H), 3,83 (s, 3H), 2,73 (td, J = 5,1, 1,4 Hz, 2H), 2,48 (t, J = 5,3 Hz, 2H),
2,14-2,06 (m, 2H).
EJEMPLO 20
SINTESIS Y ANA_ISIS DE INHIBIDORES MOLECULARES PEQUENOS
[0374] Estas moléculas derivan del descubrimiento inicial de que los aductos de
histidina & imidazol de la prostaglandina PGE, reducen la respuesta secretoria
neta de los ratones desafiados con tovina colérica y actian directamente sobre la
accion del factor de edema de antrax, una adenilato ciclasa dependients de
calmodulina. Las enonas simples examinadas aqui se prepararon mediante
reaccion de Suzuki catalizada con paladio.
[0375] El compuesto principal inicial para el desarrollo de las moléculas que se
infeorman en la presente documentacion surgen del informe de Peterson acerca de
que los aductos e histidina e imidazol de la prostaglandina E» (PGE:) (FIG. 70)
reducen la respuesta secretoria nsta del intestino delgade de ratones desafiados
con toyina colérica (CT) (Petsrson ef al., 2001). Se informé que ante la incubacion
in vitro de PGE: ya sea con L-histidina o imidazol, se forma un aducto covalente,
presumiblemente con PGA: como intsrmediario (FIG. 7). Se descubrié que estos
gran responsables de la actividad antisecretoria observada. Los  estudios
subsiguientss revelaron que los aductes de imidazol-prostaglandina no solameante
fueron activos cortra adenilato ciclasas de mamiferos, sino que también contra el

factor de edema de antrax. Con estos derivados como compuestos principales, se

/S’7



149

ha hecho un esfusrzo para desarrollar nusvos inhibidores moleculares peqguenos
de EF a través de la sintesis de una serie de compuestos relacionados.

[0376] Con PGE;-L-histidina y PGEa-imidazol en mentz, s& examind una serie de
aductos de enona simples de imidazol. Un problema que se tuvo que considerar
en &l desarrollo de las nuevas moléculas inhibidoras fue que los compuestos
principales inicialzs fueron inestables a la eliminacién de la amina en la posicion
con la subsiguierts formacién e PGA. (FIG 37). A pesar de que se comprendid
que la naturalzza reversible de los aductos de amina presentarian un problema, se
tomod la decisidn de examinar dichos aductos, de=bido a que estaban faciimente
disponibles. Interzsantzmente, varios de estos compuestos muy simples (FIG. 68)
exhibieron actividad inhibitoria de la adenilato ciclasa en el mismo rango de
potencia que los aductos de PGE: imidazol (entre 100 y §00 pyM). En los
experimentos iniciales los aductos de ciclohexanona aparecieron mas activos que
los compuestos de anillo de cinco miembros. Sin embargo, estas observaciones
no fueron conclusivas, dehido a que las mismas podrias haber estado
influenciadas porr sl hecho de que los aductos de anillos de seis miembros
aparecisron como mas estables a la eliminacion de imidazol que los derivados de
anillos de cinco miembros.

[0377] Dehide a la naturaleza labil de los aductos de amina, se tomé la decision
de examinar las moléculas con 2l heterociclo unido a través de un enlace carbono-
carbono. Habkia varios métodos que se podrian haber usado en la sintesis de
dichas moléculag. Se intentd con &l agregado de cuprato de imidazolio a la
ciclohexanona (Tatsuta ef al., 1995; Krik, 1973). Sin embargo el uso inicial de la
quimica de cuprato por parte de los inventores demostré que cada agregado de
cuprato requeria su propio juego de condiciones de reaccidn. Esto lo excluyé
como método para proveer un acceso rapido a varios derivados diferentes. El
intento de usar la reaccion de Heck también resultdé problematico. La reaccion de
Heck entre ciclobexanona y bromuros de vinilo o arilo con frecuzncia dio mezclas
de productos saturados y no saturados. Estos materiales demostraron ser

dificultosos para separar y consecuentemente esta estrategia no se considerd
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apropiada para ur sistema en donde se deseaba un acceso rapido a una variedad
de compuestos.
[0378] Se sintetizaron se ensayaron varios compuestos seleccionados. Se
observd que las versiones no saturadas de estas moléculas tuvieron actividades
inhibitorias comparables a los aductos saturades. Como consecuencia, se decidio
sintetizar versionzs no saturadas del objetivo primario. Esto permitid usar la
reaccion de Suzuki para sus sintesis (FIG. 68). Para los grupos de moleculas
deseadas, la reaccién de Suzuki parecié una buena eleccidn. Existen alrededor de
500 acidos y ésteres bordnicos disponibles comercialmente y los enones de vinil
bromo estan disponibles a partir de las 1,3-dionas en un solo paso (FIG. 71) (Piers
y Nagakura, 1975). La facil disponibilidad de las dos materias primas principales
permitié sintetizar y probar una variedad de diferentes tipos estructurales (Tabla
7).
TABLA 7 DATOS DE RENDIMIENTO Y ACTIVIDAD SELECCIONADA PARA
ADUCTOS DE ENONA

Cp | Estructur | Rendimiento | IC-50 | Cpd | Estructu | Rendimiento | IC50
d# | a a # ra a
Fl-4 75% 100U | FI8 | (O | 88% >100
4
m i pum
FI-5 @\O £4% 100p | FI-17 % §5% £6 um
® y
N m H
FI-6 %@ £3% ~100p | FI-18 | 0) . SESh 53 um
m (o]
i ‘107 * )OI\ > 40/ -
FI-7 | (. S9% FI-19 %°” 64% >100u
|
Q m
FI-8 @\C 26% >100p | FI1-20 | () G5% >100p
““N-CHjz N\
" m K m
[e] Q
FI-o | O 50% 2100 | Fl24 | &Y 9% 30 um
N Nl: '
OCH, pHm OCH;
[6) (o]
Fl- 28% stoop | F22 | 2 |78 .
@T’fk " \J,\ ]
10 m P N

16/
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[%) [e})
- | O 72% >100y | FI-23 2]% 16%
® N
11 m N
[+ [o]
FI- @Y) 83% so0p |F2a | 0 | 31% :
S// X |
12 m N
[¢} o]
FI- ﬁj\o 16% >100y | F1-25 | 2 92%
B \
13 ° m i
o 1 -
FI- | I« Q2% 24pum | F1-26 | (0 27\ 96% >100p
Cy M
14 OCH34 m
FI- | (] ~ 35% Ioum | FI-27 | (O 7 | 93% 35um
15 OCH;

*No se determiné la IC-50 a) datos espectrales para compuestos, la informacion
de purificaczion esta disponiblz en &l ejamplo pravio.
[0379] En el trakajo anterior se sintetizaron veinticuatro enonas. La reaccion de
Suzubi se catalizd mediante una variedad de diferentes catalizadores de paladio
en donde FC1007 proveyd los resultados mas consistentes (Wang y Sauer, 2004,
Sauer ef al, 2003). Las reaccionss llevaron a cabo bajo condiciones de
microondas (250 Watts a 110°C durant= 10 minutes). Los rendimientos estuvieron
en &l rango entrz bajos a bastante buenos, sin ningdn intento por optimizar las
condiciones de reaceién. En todos los casos se purificaron las muestras mediante
cromatografia =n colurna para eliminar cualquier contaminante de base metalica
y otras impurezas.
[0380] Se probaron las moléculas en células completas para determinar su
habilidad para inhibir la produccion de AMPe por parte del factor de edema de
antrax. Como se pueds ver, los aductos de metoxipiridina de 2-meticiclopentenona
(FI-14 y FI-21) tavieron una buena actividad, mientras que los aductos analogos
de ciclohexanona (FI-9) no fueron efectivos. El aducto de indol de ciclohexanona
(F1-17) también exhibid una actividad comparable a los mgjores compuestos.
[0381] Este gjernplo establece relacionss de estructura y actividad. Se determind

que solamente Ins aductos de cetona ciclica y enona son activos. Las versiones

no ciclicas de estructuras activas no lo son. La funcionalidad cetona parece ser

necesaria debido a que aquellas mol2culas donde ha reducido la cetona a un
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alcohol son inactivas. Ademas, solamente los aductos heterociclicos aromaticos
son activos. El agregado de aminas simplss no proveyd inhibidores.
[0382] La reaccién de Suzuki de las f-bromoenonas con acidos bordnicos proveyo
los compuestos deseados para =l andlisis. Se pueden sintetizar versiones
adicionales de estas moléculas usando los mismos métodos.
[0383] Otro ejemplo de un método de sintesis s encuentra en la FIG. 72
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REIVINDICACIONES:

Un método para tratar y/o prevenir la pérdida de fluido intestinal en un
sujsto  CARACTERIZADO PORQUE comprsnde administrarle al sujeto una
composicion que comprende una cantidad =ficaz para el uso terapéutico de un
compuesto o una sal de éste aceptable para el uso farmacéutico, donde la formula

general del compuesto se selecciona del grupo que consiste en:

0
RJ\/JKI,.RZ
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y cualquier combinacion de éstas, dondse,

1) R &s uina estiuctura de anillo ciclico o hiciclico;

(9%}

Rz es un hidrageno, alquilo, una estructura de anillo ciclico o biciclico;
R

2) Ry es un hidrdgeno, una estructura de anillo ciclico o hiciclico,
4)

328 un hidrageno, o alquilo;
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5) Rg &s un hidrégenc, alguilo, una estructura de anillo ciclico o biciclico;
) X es un alquilo, ovigeno, un éster, una amina o una amida
7) Z se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquenilo, alquinilo, fenilo,
bencilo, hale, fluoro, cloro, brome, iodo, hidroxilo, ceto, oxo, aldo, carbonato,
carboxilo, alcoxiln, éster, carboxamido, amino, amonio, imino, imido, azido, azo,
cianato, isociano, isocianato, isotiocianato, nitroxilo, ciano, nitrosooxilo, nitro,
nitroso, 4-piridila, 3-piridilo, 2-piridilo, tioster, sulfonilo, sulfo, sulfinilo, mercapto,
sulfanilo, sulfhidrilo, sulfonamino, tiocianato, alquil amino, Acido hidroxiamico,
metilo, etilo, 1,3-dicxilanilo, propilo, iso-propilo, butile, ter-butilo, alquilo no
sustituido o sustituido, ramificado o no ramificado, (C1-C3) alquenilo, arilo no
sustituido o sustituido, ramificado o no ramificado, alquilarilo no sustituido o
sustituido, ramificado o no ramificado, hidrato de carbono no sustituido o
sustituido, ramificado o no ramificada;
8) W se selecciona del grupo que consiste en CO, NH, metilzno, un atomo de
azufre, un atomo de oxigeno vy tionilo; y
NnesD, 1, omasde.

El método de la reivindicacidn 1, CARACTERIZADO PORQUE R esta
sustituido o no sustituido, y se selecciona del grupo que consiste en fenilo,
piranonilo, piridilo, imidazolilo, 1,8-naftiridinilo y N-Sxido de piridilo.

El método de la reivindicacion 2, CARACTERIZADO PORQUE R esta
mono, di, tri, tetra o penta sustituido apropiadamente con un grupo funcional
seleccionado del grupo que consistz =n alqunilo, alquinilo, fenilo, hencilo, halo,
fluoro, cloro, ermQ, indo, hidroxilo, ceto, oxo, aldo, carbonato, carboxilo, alcoxilo,
éster, carbovamido, amine, amonio, imino, imido, azido, azo, cianato, isociano,
isocianato, isotiocianato, nitroxilo, ciano, nitrosooxilo, nitro, nitroso, 4-piridilo, 3-
piridilo, 2-piridile, tioéter, sulfonilo, sulfo, sulffinilo, mercapto, sulfanilo, sulfhidrilo,
sulfonamino, tiacianato, alquil amino, acido hidroxiamico, metilo, etilo, 1,3-
dioxilanilo, progilo, iso-propile, butilo, ter-butilo, alquilo no sustituido o sustituido,
ramificado o no ramificado, (C1-C3) alquenilo, arilo no sustituido o sustituido,

ramificado o no ramificado, alquilarilo no sustituido o sustituido, ramificado o no
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ramificado, hidreto de carbono no sustituido o sustituido, ramificado o no
ramificado, y cualguier comhinacion de éstos.

4, El métode de la reivindicacian 1, CARACTERIZADO PORQUE R, esta
sustituido o no sustituido, y se selzctiona del grupo que consists en fenilo, piridilo
y furanilo.

5. El método de la reivindicacidon 4, CARACTERIZADO PORQUE R, esta
mono, di, tr, tera o penta sustituido apropiadaments con un grupo funcional
seleccionado del grupo que consiste 2n alquenilo, alquinilo, fenilo, bencilo, halo,
fluoro, cloro, bromae, iodao, hidroxilo, ceto, oxo, alklo, carbonato, carboxilo, alcoxilo,
éster, carboxam do, amino, amonio, imino, imido, azido, azo, cianato, isociano,
isocianato, isotiocianato, nitroxilo, ciano, nitrosooxilo, nitro, nitroso, 4-piridilo, 3-
piridilo, 2-piridilo, tioéter, sulfonilo, sulfo, sulfinilo, mercapto, sulfanilo, sulfhidrilo,
sulfonamino, ticcianato, alquil amino, acido hidroxiamico, metilo, etilo, 1,3-
dioxilanilo, propilo, isa-propilo, butilo, ter-butilo, alquilo no sustituido o sustituido,
ramificado o no ramificado, (C1-C3) alquenilo, arilo no sustituido o sustituido,
ramificado o no ramificado, alquilarilo no sustituido o sustituido, ramificado o no
ramificado, hidrato de carbono no sustituido o sustituido, ramificado o no
ramificado, y cualquier combinacion de &stos.

6. El método de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE Ry es una
estructura de anillo ciclico o biciclico, sustituido o no sustituido, y se selecciona del
grupo que consiste en fenilo, piridilo y furanilo.

7. El métedo de la reivindicacion 8, CARACTERIZADO PORQUE R4 esta
monac, di, tri, tstra o penta sustituido apropiadamente con un grupo funcional
seleccionada del grupo que consists en alquenilo, alguinilo, fenilo, bencilo, halo,
fluore, cloro, bromo, iodo, hidroxilo, ceto, oxo, alda, carbonato, carboxilo, alcoxilo,
éster, carboxamido, amino, amonio, imino, imido, azido, azo, cianato, isociano,
isocianato, isotiocianato, nitroxilo, ciano, nitrosooxile, nitro, nitroso, 4-piridilo, 3-
piridilo, 2-piridilo, tioéter, sulfonilo, sulfo, sulfinilo, mercapto, sulfanilo, sulfhidrilo,
sulfonaming, tiocianato, alquil amino, acidoe hidroxiamico, metilo, etilo, 1,3-
dioxilanilo, propile, iso-propilo, butilo, ter-butilo, alquilo no sustituido o sustituido,

ramificado o no ramificado, (C1-C3) alquenilo, arilo no sustituido o sustituido,
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ramificado o no ramificado, alquilarile no sustituido o sustituido, ramificado o no
ramificado, hidrato de carhono no sustituido o sustituido, ramificado o no
ramificado, y cualquier comhinacién de éstos.

&. El métody de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE el
compuesto pertenece al grupo que consiste en FIV-50, FIV-1, FIV-29, FIV-31, FIV-
34, FIV-35, FIV-29, FIV-40, FIV-43, FIl-1, Fli-1, FI-3, FI-1, FI-2, FIV-49, FIV-54,
FIV-53, FIV-55, IFIV-53, FIV-57, FIV-70, FIV-85, FIV-68, FIV-565, FIV-61, FIV-60,
FIV-64, FIV-T1, FIV-4&, FIV-T2, FIV-T3, FIV-75, y cualquier comhinacién de éstos.

9. El métado de la reivindicacidn 1, CARACTERIZADO PORQUE el método
comprende inhibir la adenilil ciclasa, el factor de edema, CTA1, o cualquier
combinacion de estos.

10. El métods de la reivindizacion 1, CARACTERIZADO PORQUE la perdida

de fluido intestinal es &l resultado de la infeccion de un patdégeno.

11. El méetodo de la reivindicacion 10, CARACTERIZADO PORQUE el
patdgeno =s B. anthracis, V. cholarae, E. coli, Pertussis, Y. pastis, o cualquier
combinacidn de &stos.

12. El método de la reivindicacién 1, CARACTERIZADO PORQUE la pérdida
de fluido intestinal es causada por un incremento en los niveles de 3'5'-
monofosfato de adenosina en el tejido del sujeto.

13. El método de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE la pérdida
de fluido intestinal es causada por cancer.

14. El método de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE Ia
COMPOSIcion se administra en comhbinacién con una o mas drogas adicionales.

15. El métoado de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE Ia
composicién comprende ademas un antibiético o un antiinflamatorio.

16. El método de la rzivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE la

composicién comprende un vehiculo aceptable para el uso farmacéutico.

D

17. El métode de la reivindicacién 1, CARACTERIZADO PORQUE
compuesto se administra en dosificaciones de entre 0,001 mM y 10 mM.
18, El método de la reivindicacion 17, CARACTERIZADO PORQUE el

compuesto se administra en dosificaciones de entrs 0,1 mM y 1 mM.
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19. El método de la reivindicacién 1, CARACTERIZADO PORQUE el sujeto s
un ser humano.

20, El métode de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE la
composicién sé administra a través de una ruta seleccionada del grupo que
consiste en alimentaria, parenteral, topica, mucosal, por inhalacion, y cualquier
combinacion de £stas.

Un métodon para tratar y/o prevenir una condicién asociada con niveles

o

incrementados  de 3 ,5-moncfosfato de  adenosina en un  sujeto,
CARACTERIZAL:O PORQUE comprends administrarle al sujeto una composicion
que comprende Jna cantidad =ficaz para =l uso terapéutico de un compuesto o
una sal de éste aceptable para el uso farmacéutico, donde la formula general del

compuesta se selecoiona dsl grupo que consiste en:
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y combinaciones de éstas, donde,
1) R &s una estructura de anillo ciclico o biciclico;
2) Ry es un hidrégeno, una estructura de anillo ciclico o hiciclico;
3) Rz es un hidrogeno, alquilo, una sstructura de anillo ciclico o biciclico;
4) R; s un hidrégeno, o alquilo;
5) Rs &s un hidrégeno, alquilo, una estructura de anillo ciclico o biciclico;
6) X =3 un alquile, exigeno, un &stzr, una amina o una amida
7) Z se selecciona del grupo que consiste =n hidrégeno, alguenilo, alquinilo, fenilo,
bencilo, hala, fluors, cloro, bromo, iodo, hidroxilo, ceto, oxo, aldo, carbonato,
carboxilo, alcoxile, éster, carboxamido, amino, amonio, imino, imido, azido, azo,
cianato, isociano, isocianato, isctiocianato, nitroxilo, ciano, nitrosooxilo, nitro,
nitroso, 4-piridile, 3-piridilo, 2-piridilo, tiodter, sulfonilo, sulfo, sulfinilo, mercapto,
sulfanilo, sulfhidrile, sulfonamino, tiocianato, alguil amino, acido hidroxiamico,
metilo, etilo, 1 3-dioxilanilo, propile, iso-propilo, hutilo, ter-butilo, alquilo no
sustituido o sustituido, ramificado o no ramificado, (C1-C3) alquenilo, arilo no
sustituido o sustituido, ramificado o no ramificado, alquilarilo no sustituido o
sustituido, ramificado o no ramificado, hidrato de carbono no sustituido o
sustituido, ramificado o no ramificado;
8) W se selecciona del grupe que consiste en CO, NH, metileno, un atomo de
azufrs, un atomo de axigeno y tionilo; y
NnesO 1, omasde1.

El método o= la reivindicacion 21, CARACTERIZADO PORQUE R esta
sustituida o no sustituido, y se selecziona del grupo que consiste en fenilo,
pirancnilo, piridio, imidazolila, 1,8-naftiridinilo y N-dxido de piridilo.

El métoco de la reivindicacion 22, CARACTERIZADO PORQUE R esta
mono, di, tri, tstra o penta sustituido apropiadaments con un grupo funcional
seleccionado dzl grupo que consiste en hidrogenco, alquenilo, alquinilo, fenilo,
benecilo, halo, fluoro, cloro, bromo, iodo, hidroxilo, ceto, oxo, aldo, carbonato,
carboxilo, alcoxilo, éster, carboxamido, amino, amonio, imino, imido, azido, azo,
cianato, isociano, isocianato, isotiocianato, nitroxilo, ciano, nitrosooxilo, nitro,

nitroso, 4-piridilo, 3-piridilo, 2-piridilo, tioégter, sulfonilo, sulfo, sulfinilo, mercapto,
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sulfanilo, sulfhidrilo, sulfonamino, tiocianato, alquil amino, acido hidroxiamico,
metilo, etilo, 1, 3-dioxilanilo, propilo, iso-propilo, butilo, ter-butilo, alquilo no
sustituido o susituido, ramificado o no ramificado, (C1-C3) alquenilo, arilo no
sustituido o sustituido, ramificado o no ramificado, alquilarilo no sustituido o
sustituide, ramificade o no ramificado, hidrato de carbono no sustituido o
sustituido, ramificacdo o no ramificado, y cualquier combinacion de éstos.

El método de la rzivindicasion 21, CARACTERIZADO PORQUE R, esta
sustituido o no sustituido, y se selecciona del grupo que consiste en fenilo, piridilo
y furanilo.

El método de la reivindicacidon 21, CARACTERIZADO PORQUE R, esta
mono, di, tri, tetra o penta sustituido apropiadamente con un grupo funcional
seleccionada del grupo que consistz en alquenilo, alquinile, fenilo, bencilo, halo,
fluoro, cloro, bremo, iodo, hidroxilo, ceto, oxo, aldo, carbonato, carboxilo, alcoxilo,
éster, carboxamido, amino, amonio, imine, imido, azido, azo, cianato, isociano,
isocianato, isotincianato, nitroxilo, ciano, nitrosooxilo, nitro, nitroso, 4-piridilo, 3-
piridilo, 2-piridilo, tieéter, sulfonilo, sulfo, sulfinilo, mercapto, sulfanilo, sulfhidrilo,
sulfonamino, tiocianato, alquil amino, acido hidroxiamico, metilo, etilo, 1,3-
dioxilanilo, propilo, iso-propilo, butile, ter-butilo, alquilo no sustituido o sustituido,
ramificade o no ramificado, (21-C3) alquenilo, arilo no sustituido o sustituido,
ramificadc o no ramificado, alquilarilo no sustituido o sustituido, ramificado o no
ramificado, hid-ato de carbono no sustituido o sustituido, ramificado o no
ramificado, y cualquier combinacion de &stos.

El método de la reivindicacion 21, CARACTERIZADO PORQUE Ry &s una
estructura de anillo ciclico o biciclico, sustituido o no sustituido, y se selecciona del
grupo que cons ste en fenilo, piridilo y furanilo.

El métoclo de la reivindicacion 25, CARACTERIZADO PORQUE R, esta
mono, di, tri, tzetra o penta sustituide apropiadaments con un grupo funcional
seleccionado dz=l grupe que consiste en alquenilo, alquinilo, fenilo, bencilo, halo,
fluoro, cloro, bromo, indo, hidroxilo, ceto, oxo, aldo, carbonato, carboxilo, alcoxilo,
éster, carboxarnido, amino, amonio, imino, imido, azido, azo, cianato, isociano,

isocianato, isotiocianato, nitroxilo, ciano, nitrosoovilo, nitro, nitroso, 4-piridilo, 3-
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piridilo, 2-piridilo, tioéter, sulfonilo, sulfo, sulfinilo, mercapto, sulfanilo, sulfhidrilo,
sulfonamino, tiocianato, alquil amine, acido hidroxiamico, metilo, etilo, 1,3-
dioxilanilo, propilo, iso-propilo, butilo, ter-butilo, alquilo no sustituido o sustituido,
ramificado o no ramificado, (C1-C3) alquenilo, arilo no sustituido o sustituido,
ramificado o na ramificado, alquilarile no sustituido o sustituido, ramificado o no
ramificado, hidrato de carbono no sustituide o sustituido, ramificado o no
ramificado, y cualquier combinacion de &stos.

28. El método de la reivindicacion 21, CARACTERIZADO PORQUE el
compuesto pertenzce al grupo que consiste en FIV-50, FIV-1, FIV-29, FIV-31, FIV-
a4, FIV-35, FIV-39, FIV-10, FIV-48, FIV-49, FIlI-1, FII-1, FI-3, FI-1, FI-2, FIV-34,
FIV-538, FIV-55, FIV-53, FIV-57, FIV-70, FIV-35, FIV-88, FIV-66, FIV-51, FIV-60,
FIV-64, FIV-T1, FIV-43, FIV-72, FIV-73, FIV-T5, y cualguier combinacion de éstos.

29. El método de la reivindicacion 21, CARACTERIZADO PORQUE el
compuesto inhibe la adenilil ciclasa, €l factor de edema, CTA1, o cualquier
combinacidn de 2stos.

30. El métocio de la reivindicacion 21, CARACTERIZADO | PORQUE la
condicién es el resultado de la infeccion de un patégeno.

21. El mé&tocdo de la reivindicacion 26, CARACTERIZADO PORQUE el
patdgena s B. anthracis, \'. chalerae, E. coli, Pertussis, Y. pestis, o cualquier
combinacidn de éstos.

K El método de la reivindicacion 27, CARACTERIZADO PORQUE el
patbgeno es B. anthracis y el método comprends ademas la administracion de una
droga inhihidora de LT.

23, El métodn de la reivindicacién 238, CARACTERIZADO PORQUE la droga
inhibidora de LT s& selecciona del grupo que consiste en bestatina, captopril,
adefovir, y cualcjuier combinacidn de éstas.

34. El método de la reivindicacién 21, CARACTERIZADO PORQUE la
composicion comprende un vehiculo aceptable para el uso farmacéutico.

A, El método de la reivindicacion 21, CARACTERIZADO PORQUE el

compuesto se administra en dosificaciones de entre 0,001 MMy 10 mM.
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30. El métordo de la reivindicasion 35, CARACTERIZADO PORQUE el
compuasta se administra en dosificaciones de entre 0,1 MMy 1 mM.
a7, El métodn de la reivindicacian 21, CARACTERIZADO PORQUE el sujeto es
un ser humano.

El métods de la reivindicacién 21, CARACTERIZADO PORAQUE la

[h)
Co

composicién se administra a través de una ruta seleccionada del grupo que
consiste en alimentaria, parenteral, topica, mucosal, por inhalacidn, y cualquier
combinacién de ¢stas.

29. Una composicion CARACTERIZADA PORQUE comprende un compuesto
seleccionado del grupo que consistz en FIV-1, FIV-29, FIV-31, FIV-24, FIV-25,
FIV-39, FIV-40, FIV-43, FI-3, FI-1, FI-2, FIV-49, FIV-54, FIV-58, FIV-85, FIV-&3,
FIV-87, FIV-70, FIV-85, FIV-63, FIV-665, FIV-81, FIV-50, FIV-54, FIV-71, FIV-46,
FIV-72, FIV-73, FIV-75, y combinacionas de éstos.

40. La composicién de la reivindicacion 29, CARACTERIZADA PORQUE el
compuesto es FIV-1.

41. La composicion de la reivindicacion 39, CARACTERIZADA PORQUE el
compuesto es FIV-29.

42, La composicion de la reivindicacion 39, CARACTERIZADA PORQUE el
compuesto es FIV-31.

42, La c:bnn:»asicién de la reivindicacidon 39, CARACTERIZADA PORQUE el
compuesto es FIV-34.

44. La composicién de la reivindicacion 39, CARACTERIZADA PORQUE el
compuesto es FIV-35.

45, La compogicidn de la reivindicacién 29, CARACTERIZADA PORQUE el
compuesto es FIV-39.

46, La composicién de la reivindicacién 39, CARACTERIZADA PORQUE el
compuasto =s FIV-40).

CARACTERIZADA PORQUE el

&2
<ot}

a7, La composicion de la reivindicacién
compuesto es FIV-46.

43, La composicion de la reivindicacion 29, CARACTERIZADA PORQUE el

"

compuesto es FI1-3.



49. La compasicion
compuesto es FI-1.
50,

compuesto es FI-2.

51. La compaosicidn «

compuesto es FIV-54.
52. La composicion
compuesto es FI'/-58.
&3, La compcsicion
compuesto es FI'V-55.
La compcsicion
compuesto es FIV-53.
RA. La composicion

compuesto es FIV-67.

compuesto es FIV-70.
La composicion
compuesto es FIV-65.
53. La composicion
compuesto =s FIV-68.
a9, La composicién
compuesto es FIV-66.
G0, La composiciédn

compuesto es FIV-61.

a1. La composicion «

compuesto es FIV-60.
R2. La composicidn
compuesto es FIV-64.
B3, La composicion

compuesto =s FIV-71.

La composicidn o

La composicion de

de
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G4 La compaesicion de la reivindicacion 39, CARACTERIZADA PORQUE el
compuesto es FIV-46.
Gh. La composicién de la reivindicacién 39, CARACTERIZADA PORQUE el

compuesto es FIV-72.
La composicion de la reivindicacién 39, CARACTERIZADA PORQUE el

(o]
]

compuesto es FI'/-73.
67, La compcsicion de la reivindicacion 39, CARACTERIZADA PORQUE el
compuesto es FI'V-49.

La compesicion de la reivindicacion 29, CARACTERIZADA PORQUE el

\

D)
e

compuesto =s FIV-75.
Go. La compcesicidn de la reivindicacién 39, CARACTERIZADA PORQUE esta
formulada n una composicién farmacéutica.

Un conjuito de elementos para 2l tratamiento de la pérdida de fluido

~I

intestinal en un sujeto, CARACTERIZADO PORQUE comprende una composicion
que comprende una cantidad =ficaz para =l uso terapéutico de un compuesto o
una sal de éste aceptable para el uso farmacéutico, donde la férmula general del

compuesto se selecciona del grupo fque consiste en:

?89
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y cualguisr combinacion de &stas, donde,

1) R es una estractura de anillo ciclico o biciclico;

2) Ry &s un hidrogeno, una estructura de anillo ciclico o biciclico;

3) Ra s un hidrogeno, alguilo, una estructura de anillo ciclico o biciclico;

4) Rz &s un hidrogeno, o alquilo;

5) Rg s un hidrogeno, alquilo, una estructura de anillo ciclico o hiciclico;

6) X &s un alquilo, oxigeno, un éster, una amina o una amida

7) Z s selecsiona dal grupo que consists en hidrégeno, alquenilo, alquinilo, fenilo,

hencilo, hala, fluoro, cloro, bromo, iodo, hidroxilo, ceto, oxo, aldo, carbonato,
carboxilo, alcoxilo, éster, narboxamido, amino, amonio, imino, imido, azido, azo,
cianato, isociano, isocianato, isotiocianato, nitroxilo, ciano, nitrosooxilo, nitro,

nitroso, 4-piridilo, 3-piridila, 2-piridilo, tieéter, sulfonilo, sulfo, sulfinilo, mercapto,

s
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sulfanila, sulfhidrilo, sulfonamino, tiocianato, alquil amino, acido hidroxiamico,
metilo, etilo, 1,3-dioxilanilo, propilo, iso-propilo, butilo, ter-butilo, alquilo no
sustituido o sustituido, ramificado o no ramificado, (C1-C3) alquenilo, arilo no
sustituido o sustituido, ramificado o no ramificado, alquilarilo no sustituido o
sustituido, ramificado o no ramificado, hidrato de carbono no sustituido o
sustituido, ramificado o no ramificado;
&) W se zelecciona del grupo que consiste en CO, NH, metileno, un atomo de
azufre, un atomo de oxigeno y tionilo; y
DnesH 1, omas de 1.

71. El conjurto de elementos de la reivindicacion 70, CARACTERIZADO
PORQUE R estd sustituido o no sustituido, y se selecciona del grupo que consiste
en fenilo, piranonila, pirdilo, imidazolile, 1,3-naftiridinilo y N-dxido de piridilo.

72. El conjunto de elementos de la reivindicacion 71, CARACTERIZADO
PORQUE R asta mono, di, tri, tetra o penta sustituido apropiadamente con un
grupo funcional seleccionado del grupo que consiste en alquenilo, alquinilo, fenilo,
bencilo, halo, fluoro, cloro, bhromo, iodo, hidroxilo, ceéto, oxo, aldo, carbonato,
carboxilo, alcoxiln, &ster, carboxamido, amino, amonio, imino, imido, azido, azo,
cianato, isociaro, isocianato, isotiocianato, nitroxilo, ciano, nitrosooxilo, nitro,
nitrosa, 4-piricilo, 3-piridilo, 2-piridilo, tiogter, sulfonilo, sulfo, sulfinilo, mercapto,
sulfanilo, sulfhidrilo, sulfonamino, tioscianate, alquil amino, acido hidroxiamico,
metilo, etilo, 1,3-dioxilanilo, propilo, iso-propilo, butilo, ter-butilo, alquilo no
sustituido o sustituido, ramificadce o no ramificado, (C1-C3) alquenilo, arilo no
sustituido o sustituido, ramificado o no ramificado, alquilarilo no sustituido o
sustituido, ramificado o no ramificado, hidrato de «carbono no sustituido o
sustituido, ramificado o no ramificado, y cualquier combinacion de éstos.

772 El conjunto de elementos de la reivindicacion 70, CARACTERIZADO
PORQUE Ry esta sustituido o no sustituida, y se selecciona del grupo que consiste
en fenilo, piridile y furanilo.

74. El conjunto de elementos de la reivindicacion 73, CARACTERIZADO
PORQUE R; ssta mono, di, tri, tetra o penta sustituido apropiadamente con un

grupo funscional seleccionado del grupo que consiste en alquenilo, alquinilo, fenilo,
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bencilo, halo, fluoro, cloro, broma, indo, hidroxilo, ceto, oxo, aldo, carbonato,
carboxilo, alcoxilo, &ster, carbhoxamido, amine, amonio, imino, imido, azido, azo,
“cianato, isocianc, isocianato, isotiocianato, nitroxilo, ciano, nitrosooxilo, nitro,
nitrosa, 4-piridilo. 3-piridilo, 2-piridilo, tioéter, sulfonilo, sulfo, sulfinilo, mercapto,
sulfanilo, sulfhidrilo, sulfonamine, tiocianato, alquil amino, acide hidroxiamico,
metilo, etilo, 1,3-dioxilanilo, propile, iso-propilo, butilo, ter-butilo, alquilo no
sustituido o suslituido, ramificado o ne ramificado, (C1-C3) alquenilo, arilo no
sustituido o sustituido, ramificado o no ramificado, alguilarilo no sustituido o
sustituido, ramificade o no ramificado, hidrato de carbono no sustituido o
sustituido, ramificado o no ramificado, y cualquier combinacion de éstos.

75. El conjunto de elementos de la reivindicacion 70, CARACTERIZADO
PORQUE R, es una estructura de anillo ciclico o hiciclico, sustituido o no
sustituido, y se selecciona del grupo qus consiste en fenilo, piridilo y furanilo.

76. El conjurto de elementos de la reivindicacion 75, CARACTERIZADO
PORQUE R, esta mono, di, tri, tstra o penta sustituido apropiadamente con un
grupo funcional seleccionado del grupo que consiste en alquenilo, alquinilo, fenilo,
bencilo, haloe, fluoro, cloro, bromo, iodeo, hidroxilo, ceto, oxo, aldo, carbonato,
carboxilo, aleoxilo, éster, carboxamido, aming, amonio, imino, imido, azido, azo,
cianato, isociano, isocianato, isotiocianato, nitroxilo, ciano, nitrosooxilo, nitro,
nitrese, 4-piridile, 3-piridilo, 2-piridilo, tioéter, sulfonilo, sulfo, sulfinilo, mercapto,
sulfanilo, sulfhidrilo, sulfonamino, tiocianato, alquil amino, acido hidroxiamico,
metilo, etilo, 1,3-dioxilanila, propilo, iso-propilo, butilo, ter-butilo, alquilo no
sustituido o sustituide, ramificado o no ramificado, (C1-C3) alquenilo, arilo no
sustituide o sustituidoe, ramificade o no ramificado, alquilarilo no sustituido o
sustituido, ramificado © no ramificado, hidrato de carbono no sustituido o

sustituido, ramificado o no ramificado, y cualquier combinacién de &stos.

~l
~1

El conjunto de elementos de la reivindicacién 70, CARACTERIZADO
PORAQUE &l compuesto es del grupo que consiste en FIV-50, FIV-1, FIV-29, FIV-
31, FIV-34, FIV-3A8, FIV-39, FIV-40, FIV-43, FllI-1, FII-1, FI-3, FI-1, FI-2, FIV-54,
FIV-55, FIV-55 FIV-53, FIV-67, FIV-70, FIV-35, FIV-33, FIV-35, FIV-51, FIV-50,

FIV-64, FIV-49, FIV-75, y cualquier combinacién de éstos.
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El conjunto de elementos de la reivindicacion 70, CARACTERIZADO

\]
2

PORQUE comp-ende ademas una droga seleccionada del grupo que consiste en
un antibidtico, un antidiarr=ico y una droga inhibidora de LT.
79, El conjunto de elementos de la reivindicacién 70, CARACTERIZADO

PORQUE comprende ademas un vehiculo aceptable para 2l uso farmacéutico.

7%
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Ctate (thai iz, countyy) of naticnality:

CN

Ctaie (Hat is, country) of cecidznce:

Us

Thiz perzon iz applicant D all desiznated I:‘ 21l dezignated Stxtes except the United Siates
for the puiposes of: Crages ihe United Ceaies of Amerca o Amesica snly

ihie Ciater indicated in
the Zupplemenial Box

N ame and .:IdrcSS' (1‘ n,,uly nasie2 ..n[Iav ed by "'lV._’h nawin; for a lagal 'ruty ,zdl official dzsignasion.
wress indicaicd in dis
icased belnw,)

This person is:

D applicant only

':I inventor only (If this check-baoc: is
marked, do not fill in kelow.)

applicant and inventor

Agpplicant’s regictration Mz, with the Office

State (that is, country) 5f nationalicy:
Us

Staie (¢hat iz, country) of residence:

Us

Thic person is ::m"licant l:l all designated all desigiiated Siaies excepr

for the purpaser o Siaies the United Siates uf America

the Unfied Stare:
of America saly

the State: indiczaied in
the Supplemental Box

Name and addrezs: (Fothy name follzved by pivai noniss; for @ lesal cnsiiy, il officiol dasionaion.
The addrese st inslidz posial ocd: and nowiez cy'.:aluzh} Th2 cotntry of dez addvose indicored in s
Bow ie th: applicond’s Siode (that i3, coundry) of residence if no Seie of residans2 i3 indicaiad balow)

This person is:
D applicant cnly
applicant and inventor

|:| inventor anly (If this chack-lox is
markzd, do not fill in below.)

Applicant’: regiztration Mo, with the Qffice

State (thot ic, couniry) of naticaality:
Us

State (¢hat ir, couniry) of rezidence:

Us

This peracn is applicait [:I Il designate Il designated Ctzies except
fo the purpeoses oft Claies the United Ciate: of America

. the United States
of America suly

the Staies indicaied in
the Supplemenial Box

Mame and addr g
The address must include posiel cod: aed nane .Jchuamy Th: mwuy of ihe a
Boe s the applicane’: Stot 2 (thas is, country) of vesid nsz i no Siate of recidance (5 ing

2238 (Tanily s follsond by pivai somz; jor a lzaal ewdity, fdl ojficicl dacigiciion.
5 indicaied in dis
deaied Lelow.)

This person is:
I:l applicant only
D applicant and inventor

D inventor suly (If thiz chezk-box is
markzd, o not fill in below.)

Applicant’s regictraidon Mo, vith ihe Office

State (thaf i, cowntiy) of nationalicy:

State (Hiat is, country) of vecidence

Thic perzon iz applicant D all desiznated l:] all desimeied Gtates excep
fow the purpoze: ol Srates the United Stzies of America

the United Siafes
of America only

the Ctater indicated in
the Supplemenial Bz

D Further applicants and/or (Further) inventze: are indicatzd on another continuation chest.

Form PCT/RO/ 10D (coudnnasion sheer) (April 2007)
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PCT/USOSA

3 CE TATEDFBLEC o TRAHRMSTITM
\‘\\"l)\‘ CERTIRCATE OF BLECTR. TV TR
e e § 150

| bezatiey € avly incttngs Comesyan: g sk =By flzdd e tre Untzd Strdss
iz ored Tradksrran, Chezovia EFE W0 e

M 12,2007 Bedrocds sonsune Arixaonl
Dty Ddtana Az

ShestNo. 40f 6

Supplemental Box

If the Suppleicintal Bex ic nat uced, thic Sheet chould not bz includzd in the rogquesi.

1. If inany o she Boxzs, 2xecpi Boxes Nos. VII(i) o (v) jor which
a rpecial continumion box is provided, the cpace ic iacufficiont
to furnish all the inforiasion: i such case, wiite “Coniinuaiion
of boz: Na. ...." (indicate the nunidber of e Box) and jurnish ihe
infortion in the tem: annzr of vequirad according io the
captions of ihe Box in which th: space was insuficiond, in
particular:

(1) ¥f more than two persons are 3 be indizated as applicantc and/
or inventor: and no “continuadion sheat” is available: in such
case, write “Consingation of Box No. III” and indicate for cach
additional percon the ame iype of inforinaiion as required in
Box Neo L The couniry of e address indicated in shis Box is
the applicans’s Siat? (that ic, country) of residence i no Siaic of
recidznee is indicated .b:low;

(i) i in Lox No. I or i aisy of ihe sub-bozes of Box No. I, ihz
indicasion “the States indicaied in the Supplemcntal Box” is
chacked: i such case, write “Continuciion of Fox No. 1I" or
“Continuaiion of Box No. " ar “Consinuiion of Boxes No. I
and No. HI” (as the case may be), indicaic ihe name of the
applicani(s) involved ond, next to (cach) such naimnz, ihe Siaic(s)
(endfor, hore applicable, APIPO, Eurasicen, Europeon or
CAPI paicnt) for the purpozes of which the naisd peison is
applicant;

(ii) i, in Box No. I or in any of the sub-boxes of Box No. 11, the
inventor or the inventor/applicant ic not inventor for the
purpoce: of all designated Statiz or for the purposer of the
United Stater of America: in such cose, wricc “Coniinuasion
of Box No. WI” or “Comtinuaiion of DBox No. IHI” or
“Coniinuaiion of Boxcs No. II and No. 17 (a5 ihe casz may
be), indicaie th: name of the invaior(s) and, nzt o (cach)
such nasiz, the Siote(r) (andfor, whare applicobls, ARIPO,
Euracian, Furopean or OAPI paicns) jor ihe purposes of which
the named parson is inventor;

(v) i in addiion io the ageni(s) indicaied in Bo. No. IV, theve arz
Surther  agentc: in cuch  care, write  “Comiinuaiion  of
Rox No. IV” and indicai: for cach jurther ageni the zams ope
of injormation as required in Box IV;

(v) &, in Box No. VI, thare are more than three carlier applications
whore priorsity ie clamed: in cuch case, write “Continuaiion
of Box No. VI” and indicaie jor cach additional earlier
application  the oz ops of inforinaiion as required

in Box No. VI.

)

If the opplicent intende 10 inake an indicaiion of e wish ihat
the internaticnal applicaiion be treared, in coviain disignaiod
Siates, as an application jor a pateni of @2ditton, cerdficate of
addition, invenioi’s certfficaie of adlicion or williy cavificate
of eddition: in cuzh a case, write the aan: or iwo-lziior code
of cach derignated Staie conceracd and the indication “patent
of addition,” “certificate of aldion,” “tuventor’s cortificats
of addition” cr “ wtility certificate of addition,” the nuniber of
the parent application or par:nt poiers or other parows grons
and she doic of grond of the parens pasen: or ocher paient grawt
or the daoie of filing of the paveni applicaiion (Rules 4.1 i a)(iii)
and 49bis.1(a) or (b)).

3. If the applicand ini2nds io ke an indicasion of ihe wich that ihe
interactional application be iraated, in ihe Unitd Swics of
Amcrica, ar @ comtingation ov continuation-in-pari of an
carlicr application: in Such ¢ case, write “United Siaies of
Asierica” or “US” ond ihe indizaticn “continuation” or
“continuation-in-part” and the nunher ond the filing date of
tha parznt application (Rules 1.11(a)(iv) an 18bis. 1(d)).

Continuation of Box No. IV:

o. Lzid Bumgaznss, 56,761;
Gine Catena, 495,543;

David L. Fox, 40,512;

Eric B. Hall, 44,75);

Daniel §. Leventhal, 59,528;
Michael S. McCoy, 46,913;

John M. Mings, 35,955;

Lucas Oshorn, 59,528;

David L. Parkex, Esq., 32,165;
Thomas D. Paul, 32,714;

James W. Rspass, 30,437;

John E. Schneidez, 31,998;

Jan K. Simpson, 33,283;
Melissa L. Sistrunk, 45,579;
Charlzs 2. Walkzx, JTr., 42,231;
2llen . White, 55,727; and
Richard $. Zamke), 43,206.

Form PCT/ROV101 (supplemental chesy) (April 2007)

e requ et form

L
ot
(™
e
&
I
15
e
-

¥



PCTMAISOS/GaE9IR CERTIFICATE OF ELECTF: 2 47 TRANSMISIICH
ST §15(a)(4)

I oz cuyﬁu ks coasspanidanda i Lelu aAvzvovecaly i vl e Undad Si
Pabzitend Trobzmed. CUL Vo EFEW Do i >,

A B boves s/ S Mane. Andzson/

D22 Dflana Mriderzon

Sheat No. Sof 6

Box No.V  DESIGNATIONS
The filing of thiz r2quesi constituies under Rule 4.9(a), the designation of all Conivacting Siates bound by the FCT @i the bternational
filing date, for he grani of every kad of prsiecton available and, where applicable, for the grant of both reglonal and natiznal pateits,

However,
D DE Germany is not designated ior any Find of naticnal proiscidon.
I:I JP Japan ic not designated Cor aay Fad of national protection.
D P Pepublic of Forea ic not decignated for any kind of nationzl proiestion.
I:l PU Puzsian Frderation is not decignated for any kind of azticnzl protection.
The chzck-Loxes abovz may b2 used te axclude (irrzvocobly) the dosignations concerned if, ai the iz of filing or subseguartly pndzr
Y J 8 /] Y Jiing g S

Roele 26bis 1, the intzrational application contains in Box No. VI a priority claim i an zarier netional epplication filad in the particular
Statz concerned, in arder 19 avoid thz ceasing of the effect, under the natioral Law, of this carlizr national applicaiion.

Box No. VI PRIORITY CLAIM

The priority of the following earlier apglication(s) iz hereby claimed:

Filing date Humber Where earlier application is:
of carlier applicatisn of eardizr application | paticnal applicatisn: ) oo IS
(day/month/yzar) country o Momber Ugll il ;ﬁ tl,lm ,&: v lm'll:‘.‘i‘ﬂ,::l (-,Lf}ih;;um
of WTO ' ' - -
item (1) 15 June 2007
44,37
(15.06.2007) 60/944, 375 vs
item (2) 10 March 2008
1
(10.03.2008) 61/035, 263 vs

item (3)

D Further priority claime ave indicated in the Supplemesial Box.

Transmit certified copy: the recciving Office is requesied oo prepare snd iransmit (o the International Bureau a ceriifizd copy of te
earlier application(c) (cnly if the carlier application was filed wich thz Qfffic: which for the purpaces of this iwdernational application
ir the recziving Offic:) identified abova as:

all itemic I:l itecin (1) D item (2) D item (3) l:l aiher, cee Supplemenial Box

Restore the right of priority: the receiviag Office ic requecied (e restors the dght of priority [ die earlier application(:) identified

abave or in the Zupplemenial Box as item(s) ( ). (%22 also the Naees to Doz Ne. VI finther
information must b2 providzad io cupport a raguost io resior2 ili 2 visht of priority.)

Incorporation by refercuce:s  where an element of ihe iniernaticnal application referved o in Aridele T1(DG) o (&) or a part of
the descripiion, claime o drawings referied o in Fule 20.5(2) ic not athenwise contained in this internaiional applicaiion kot is
cempletely coatzined in aa earier wpplicziica whese priodty is claimed n the date on which one or more elemenis cefered 2 in
Ardele 11(1)G00) were first received by ihe receiving Oifice, hav element o paci iz, cubjest o confimaticn under Fule 20,6,
incarperated by refereuce in thic iniernaiional spplicaiion for ihe purpoces of Fule 20.6.

Box No. VI INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Choice of International Scarching Authority (ISA) (i 00 or siore Inczinationed Searching Anthoriies are comp sizni ic carry cut the
international scarch, indicaie the Authoriiy choszn; ihz two-leticr code mayb: used):

ISA/US

Request to use results of earlicr search; reference to that search (i an carlizr search has been carrizd out by or reguesizd from thz
International Searching Authioriiy):
Duate (dayhmonilvyzar) Tumber Couniry (or regional Qfjice)

Box No. VI DECLARATIONS

The follewing declarations ave coniained in Boxec Mae, VI () ¢z (V) (mark iz applicablz Muniker of
check-bozer lwlaw and indicaic in che vight columm ihz nuriber of cacli iyp 2 of dzclarasion): daclaraiions
Box Mo. VIII (i) De:zlavaiion as (o the identity of the invenior

D Eox No. VII (ii) Deazlagaiion 22 (o the agplicant’s eniitlement, as ai ihe iniernational filing
daie, o apply for and be granted a patent

I:I Box Ho. VII (iii) Declagaiion as (o the applicant’s eniitlzmeni, a3 at the inwzmational filing
daiz, to claim ihe priority of the earlier application

D Box Mo. VIII (iv) Declaraiion of inventschip (only for the puipaces of the dzziznation of the
United States of America)

D Box Ha. VI (v) Declaration as ¢ aon-pirejudicial diselosure: ar exceptions (o lack of novelty

(%
(‘4’

Form PZTA0V101 (second shezt) (April 2007) 2 Notes ta ihe reguesi form.
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PCT/USOS/OOS9% CERTEICATECF E;_r‘«g; (3‘) A2 TRANMISZICN
i R : y fl=d v ths Unied S2ias

Shesi No. Gof 6

Box No. IX CHECK LIST; LANGUAGE O FILING

Thiz internaticanal application i3 ac-‘ompanic.d by the following
. : . , item(s) (mark thz applicalils chack-bexes baow and indicat: in
(a) on paper, the follewing number of righi ccloinn thez b zr of 2ah itzm):

sheets: 1
request (including =

Mumbar
of iteims

This international apglication contains:

fee calculation sheet : 1

declaration and 2 cwizinal ceparate power of attorne
snpplemental shesis) : € . crizinal ceparate power of attorney
description (excludiag 3, D original zenaral pawer of aitsrney

sequence listings and/or

4 -
tables related thereto) 143 4, |:|copy of general pawer of attornay; reference number,
claims : 16 if any:
abstraci 1 5. |:| statemznt cxplaining lack of Zignaturs
drawings o1 fi. D pricricy document(s) ideniified in Bax Mo, VIas
Sub-total number of cheats 257 item(s):
sequence listings : 7. wanslation of intemational applicadon into
tables related thereto : (language):
(for both, actual wmbzr of shzcis & D eparatz indicaton: concerning depozited misrsarganicms
iffilzd on poper, swhether wgical material
orrat also fil=d in clzctronic g, D squence listing in elecirsnic form
Jorm; see(c)below) —_— (indizate typ2 md aumbezr of carviers)
Total number of cheets . 257 o copy qubmitted for the purpoze: 3f international cearch under
Pule 13¢zr only (and nat as pact of the internatioial
®) D only !n el-':ctronfc form application)
(Section 801(a)(i)) 3D (only where chzck-bocs (D)I) or (c)(E) is markad in lzfi coliumn)
(')E ence listing additional copies including, where applicable, the copy for the
! sequence Ustings puipases of intetnational szarch vnder Rule 137er
(ii)l: tables related thereto . ) . el .
(iii) e gether with relevant staiement g @ the identty of the copy or
© I:] also in electrenic form capiet with the £ »uence lizing part mentdonsd in lefi column
(Section 801(a)(ii)) IO_D tables in electronic form related io zequence listing
@ sequence listings (indicate typ 2 and numbzr of carvizrs)
o
(ii) tables related derews i )Dcnry cubmitted for the purpoces of iniernational cearch under

Type and number of carriers (diskette Sestion $02 (b-guater) only (and not as pari of the

CD-TOM, CD-Foor other) on which are international application)

conitaiied the (i) [l(on/y where check-bew (b)(if) or (c)(it) s marked in 12t column)
additicnal copies including, where spplicable, e copy for the

D eqzace licting: purpeces of incemadonal 5zach under Section 802 (s-guater)

Dtables related therste: (iii)D"—" Zether wiih relevani statemeni az i the idzniity of the copy
or copizs with the tabler mentizned in left cclumn

(additional copics to b2 indicaied vrder .
itetins Oi) andlor 10(ii), in right zslumn) 1. other (specify):

Figure of the drawings which Language of {iling of the
chuld accempany the abstract: intzrnaiional applicaiion:

Box No. X  SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE

Nexi te each signaiur:, indicaic the naie of ihe person sigiing and the capacicy in which iz perscr siges (if such capaciiy s nai obvious from raading the requesi).

English

/Gino Catena/ Aiiomey Peg o, (when applicaldz)y: 45, 546
Gino Catensa, Agent for Applicant (3)
FULBERIGHT & JAWORSKI L.L.P.

For receiving Office use only

1. Date of actual receipt of the purpone(i_ . 9 imives
interaaiicnal application: Reo'd PCT/PTO 13 JLIM 2008 (1 3.060.0% ) 2. Drawings:

3 Coarected date of ectual receipt Jue i3 laier but timely receivad papers or ceived:

3. Y received:
drawinge completing the pucporied iniernsticnzl wpplicetion:

4. Date of timely receipt of the required D aot received:
correstions under PCT Acticle 11(2):

5. Infernational Searching Autherdty Q Q 6. Transmitial of search copy delayed

(if wa o mege are compstent): ISA/ US natil search fes iz paid.

For International Bureau use only
Date of receipt of the record eapy
by the International Bureau:

Forin PCT/FCY101 (last sheer) (April 2007) 52¢ Noi2s io the 12qu2st jorm
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PATENT COOPERATION TREATY PCT/US2008/066898

From the INTERMNATIONAL EUREAU

PCT

CATENA, Gino
Fulbright & Jaworski L.L.P.
Fulbright Tower

HOTIFICATION CONCERNING
SUBMISSIOM QR TRANSMITTAL

T P B A\ V4 BTh = . -~ s
OF FRICRITY DOCUMENT 1301 Mckinney, Suite 5100
Houston, TX 77010-3095
(PCT Adminisirative Insiructions, Ssciion 411) ETATS-UNIS D'AMERIQUE
Date of mailing (dayhmcnth/year)
28 January 2009 (28.01.2009)
Applicants or agznt's file reference
H n-P03501 Woo IMPORTANT NOTIFICATION
¢ Intemational application Me. Inismational filing dat: @ay/monihypzar)
PCT/US2008/06£208 12 June 2008 (12.05.2008)
Intemational publication date (dawiionthfyzar) Prioniy dale (day/monih/year)
Not yet published 15 June 2007 (15.06.2007)
Applicant

MISEI ] PHARMAZAL GO, et al

Py mean: of thiz Form, which replacss any previously izcusd notification concsraliyy subinizsion or bansmittal of prioiity
documents, the applicant is heeby noiifizd of the dale of raceipt by the Inizmational Buizan of the pricrity decument(s) relating to
all earlier application(z) whose priority ir claimed. Unlzse othzrwize indicatzd by the letiers “TTR") in ihe rght-hand column or by an
actericl appeaing next o 4 date of reseipt, the priority docvoment conczmed was subnadibzd or iranzrmitizd (© the Inimationsl Purea
m compliance with Rule 17.1(a) or (b).

Af applicablg) The letters “NR" appearing in the righi-hand columin dzincb: a priovity document which, i ihe date of mailing of
ihis Torm, had not yet been received by the Inlunaliunal Bureau widar Tulz 17.1¢a) or (b). Whers, under Faule 17.1(a), ihe
priority decuwment must be submitied by ihe applicani o the receiving Office or ihe Iniemaiional Burcan, bui ihe applicant fails to
cubmit the priority decwment within ihe applicabls fime limit undsr Tiai Pulz, the attention of the applicant is divecied ic Fule
17.1(¢) which provides that no Jdesignabed Office way dicregard the prioriiy claim concerned before giving ithe applicant aa
apportunity, upos saicy into the naticnal phase, io furnich ihe priority docusent witlin a tims Lt which i: reaconable under the
circumstances.

(Af applizablz)An asterisk (*) appeariag next (o a datz of receipi, in the rght-hand colunn, dznotas a priority document submitted
or transmitted to the International Bureau but not in compliance with Rule 17.1(2) or (b) (thz pricrity docuwnent was raczivad
afler the time limil precenibed in Dulz 17.1(a) or the requist ic preparz and drancimil the pricrily decwnent way cubmiticd io the
receiving Qffice afler the applicable tiraez limii vnder Pule 17.1(b)). Even though the priority decument waz nol furniched in
compli:mce with T'nlz 17.1(a) or (b), the Inizmaiional Bureau will neverthelzer rancmit a copy of e docvment o the designated
Ofices, for their conzideraiion. In cace such 2 copy iz now acezpled by the dasignated Offics ac he priorisy docwmeni, Fole 17.1(c)
providz: that no dezignatezd Office may dicregerd the priovity claim concemed before giving ihe applicani an opporiunity, upon entry
into the pational phasz, o fumich the prcrily decwnsnt witiin 2 ime lindé which i reasonable vnder the circumstaness,

Prioniy dafe Pricrify HIOD ication TIo Tl ry or regicnal Ofice ale ol ey
or PCT receiving OfMce of oty docnment
15 Jurez 2007 (15.065.2007) GO/EAL,37E Lz 13 January 2009 (18.01.2009)
10 March 2002 (10.03.2003) B1/355,269 Uz HEF
The Inizimational Bureau of WIPO Auihorized oificer
24, chemin des Colombettes f o A .
1211 Geneva 20, Switzerland Dorothée Malhaussn
e-mail FT01.PCT@WIPO.INT
Faccimilz Ho. +41 32 338 22 70 Telzphone Yo, =41 27 332 74 01
Form FCT/E/304 (Ocicber 2005) /DXVIULHIO

Q2.
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Imcdusey
SURE BT

LISTA DE CHEQLIED

ADMISION & TRAMITE NIIE\MS CREACIONES

PATENTE DE INVENCION []

MODELO DE UTILIDAD [

Art 33 Decision 486/00

Indicacion que e solicita una pa
Datos de identificzcidn del selicita

Oescripcion de Ia invencidn

IO

Completa

ente,

Dibujos de ser estes pertinentes || -

Camprobante de Pago de las tagas est

nte o ds la persona que p " solicitud

tablecldas (De ser el caso formato de drscuento)

Incompleta D

PATENTE DE INVENCIGN PCT Eﬂoosl.q OE TILIDAD PET [ 421 Decte

4

2cleldn 486/00, Clreular Unlea

@/ Indicacion que se solicita una B o7

Copia de la salicitud &n espafial]
reivindicatorio, resumen)

(/1 .

g// ,

Oibujos de ser estos pertinents

7/ —

<

Completa

[]

Comprobante de Pago ds las tagas ast;

tal cora fus prasentads inisialmente (Capltulo descriptive,— - ’

ablecidas 230 formato Jde Jdescuento) '

Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [

(Art. 119 Decisién 486/00)

—

[
L]

L]
[]

Indicacidn que ¢ solicitz Disefid
Datos de identificzcion «JE'.I sollcith
Representacion grafica y fatografi
disefio

Comprabante de pago

Completa D 1

de las tasa

industrial
nte o de la persona que presenta la solicitud
ca del Dlsefio industrial o muestra del material qQue incorpora el

2 esla

blecidas

Incornpleta D

ESQUEMA DE TRAZADO [

- (Art. 52 Declsion 486/00)

Datos de identificacion del zolicita

o
Representacion grafica de un @33
1
1

de pago de laz teaa

Completa D

Comprabante

HRNREIE

usma de traza

Indicacidn que se salicita un &3querna de trazado

rte o de la persona que presanta la zolicitud

do

tablecidas

5 gsta

Incomple(é D

~



Industria y Comercio
CUPERINTENDENNCIA

Come resuliads realizade con fundamento en el articuls 28 de
la Comunidad Andina, ayviiculo 27 A=l Tratczado de

Cooperaca

Unica de

Rz

glamentao
que:

y Circularx

le

comunica

BYy 1lerno

il

bidamente

articulos

CONCisng otorgads, 2 1 de loa

v subsiguiences dzl Cidigo da

Ppor 2
I

cionalmentes, deberi presencar ¢l Jdocumants jue acradita la
cicn de la zociedad zolicitante, cuando &3tz fusre

ntar un Nuevo permits ddentificar la watzsris

qu

=1 v relacionados

identificar clavamenie <1 objsto la colicitud d=
Arig 26-27 D-486, Circular Unica £.2.9)

D documzsnts en e conta
CAUZaN
186
documzntoes otovgados an

1los
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