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DESCRIPCION
Compuestos con actividad antibacteriana contra Clostridium

La presente invencion se refiere a nuevos compuestos de férmula (I) que tienen actividad antibacteriana contra las
bacterias Clostridium, en particular Clostridium perfringens, a composiciones farmacéuticas que comprenden estos
compuestos y a procedimientos quimicos para la preparacion de estos compuestos.

Clostridium es un género de bacterias Gram-positivas que forman esporas que crecen en condiciones anaerdbicas,
que comprenden mas de 100 especies. Hay cuatro especies principales responsables de enfermedades en seres
humanos y otros animales de sangre caliente: C botulinum, un organismo productor de una toxina en los alimentos o
las heridas que causa botulismo; C. difficile que puede causar colitis pseudomembranosa, megacolon téxico y
diarreas asociadas a antibidticos; C fetani, que es el organismo causante del tétanos; y C perfringens.

C perfringens es ubicuo en el medio ambiente y se encuentra en el suelo, el polvo, ingredientes crudos tales como
las especias usadas en la elaboracion de alimentos, y en los intestinos de los seres humanos y los animales.
Produce mas de 15 toxinas diferentes, y las infecciones debidas a C. perfringens pueden causar intoxicacion
alimentaria por C. perfringens de tipo A, enterotoxemia, enteritis necrosante y gangrena gaseosa. En la industria
avicola, las infecciones por C. perfringens pueden causar problemas de salud intestinal en pollos de engorde con
importantes consecuencias econdmicas negativas. Dado que el uso de antibiéticos en la industria alimentaria esta
muy regulado, existe la necesidad de compuestos antibacterianos alternativos.

El documento WO-2008/039640 desvela el compuesto 5-[3-((R)(+)-6,8-dibromo-croman-4-ilamino)-propilamino]-4H-
tien[3,2-b]piridin-7-ona, que también se conoce como REP3123, y su actividad antibacteriana contra Clostridium
difficile.

Los ensayos in vitro de la actividad antibacteriana del compuesto REP3123 demuestran que dicho compuesto es
activo contra las bacterias del género Clostridium, sin embargo REP3123 también tiene actividad antibacteriana
contra una amplia variedad de bacterias que estan presentes en el intestino. Dicha actividad antibacteriana de
amplio espectro contra las bacterias Gram-positivas tiene un efecto negativo en la flora intestinal. Por lo tanto, existe
la necesidad de compuestos antibacterianos con actividad contra las bacterias del género Clostridium que tengan
una actividad de espectro estrecho contra las bacterias Gram-positivas y concomitantemente ninguin efecto negativo
sobre la flora intestinal.

La presente invencion se refiere a un compuesto de formula (1)

RI
]
R2
incluyendo cualquier forma estereoquimicamente isomérica y tautdmero del mismo, en la que:
R’ y R? se seleccionan, cada uno de manera independiente, entre hidrégeno, halo, hidroxi, alquilo C1.s,
polihaloalquilo C1.6, alquiloxi C1.s 0 polihaloalquiloxi C1.s;
R%es hidroxi, amino, mono- o di-(alquil C14)-amino;
R* es hidrégeno o alquilo Cy.;

X es nitrégeno o CR5, en el que RS es hidrégeno, halo o alquilo C14;

a condicién de que cuando R® sea hidroxi, entonces X representa CH y R* representa hidrégeno; o una sal de
adicion de acido farmacéuticamente aceptable del mismo, o uno de sus solvatos.

La condicién esta concebida para excluir los compuestos que tienen poca o ninguna actividad antibacteriana contra
las bacterias del género Clostridium.

Como se usan en las definiciones anteriores:

- halo es genérico de fldor, cloro, bromo y yodo;
- alquilo C4 define radicales de hidrocarburo saturados de cadena lineal o ramificada que tienen de 1 a 4 atomos

2



10

15

20

25

30

ES 2 538 998 T3

de carbono tales como, por ejemplo, metilo, etilo, propilo, butilo, 1-metiletilo, 2-metilpropilo y similares;

- alquilo C1. pretende incluir alquilo C14 y los homologos superiores de los mismos que tienen 5 o 6 atomos de
carbono, tales como, por ejemplo, 2-metilbutilo, pentilo, hexilo y similares;

- polihaloalquilo C1.6 se define como alquilo C1.6 polihalosustituido, en particular, alquilo C14 (como se ha definido
anteriormente en el presente documento) sustituido con de 2 a 6 atomos de halégeno tales como difluorometilo,
trifluorometilo, trifluoroetilo y similares.

La expresion "formas estereoquimicamente isoméricas”, como se ha usado anteriormente en el presente
documento, define todas las posibles formas isoméricas que los compuestos de formula (1) pueden poseer. A menos
que se mencione o se indique algo distinto, la designacién quimica de los compuestos denota la mezcla de todas las
posibles formas estereoquimicamente isoméricas, conteniendo dichas mezclas todos los diasteredmeros y
enantiomeros de la estructura molecular basica. Mas en particular, los centros estereogénicos pueden tener la
configuracion R o S; los sustituyentes en los radicales (parcialmente) saturados bivalentes ciclicos pueden tener
configuracion cis o trans. Es evidente que las formas estereoquimicamente isoméricas de los compuestos de
férmula (1) pretenden quedar abarcadas dentro del alcance de la presente invencion.

La configuracién estereoquimica absoluta de los compuestos de formula (I) y de los productos intermedios usados
en su preparacion puede ser faciimente determinada por los expertos en la materia durante el uso de procedimientos
bien conocidos tales como, por ejemplo, la difraccion de rayos X.

Algunos de los compuestos de férmula (1) también pueden existir en su forma tautomérica. Se pretende que dichas
formas, aunque no se indique explicitamente en la férmula anterior, estén incluidas dentro del alcance de la presente
invencion. Por ejemplo, para los compuestos de férmula (l), en la que R® representa hidroxi, la correspondiente
forma ceto puede ser el tautdmero poblado principalmente.

OH

Lo
R
I]NMK/[%N)‘-\EX

H

HN
gt
HNM_\'/[{\N/L‘\HX%
H
R'—'/ |
A
R’

Ademas, algunos compuestos de formula (l) y algunos de los productos intermedios usados en su preparacion
pueden presentar polimorfismo. Se ha de entender que la presente invencion engloba cualquier forma polimorfica
que posea propiedades Utiles en el tratamiento de las afecciones indicadas anteriormente.

Las sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables mencionadas anteriormente en el presente documento
pretenden comprender las formas de sal de adicion de acido terapéuticamente activas y no toxicas que los
compuestos de férmula (l) son capaces de formar. Estas sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables se
pueden obtener convenientemente tratando la forma de base con un acido apropiado. Los acidos apropiados
comprenden, por ejemplo, acidos inorganicos tales como hidracidos halogenados, por ejemplo, acido clorhidrico o
bromhidrico, sulfurico, nitrico, fosférico y acidos similares; o acidos organicos tales como, por ejemplo, acido acético,
propanoico, hidroxiacético, lactico, pirtvico, oxalico (es decir, etanodioico), malénico, succinico (es decir, acido
butanodioico), maleico, fumarico, malico, tartarico, citrico, metanosulfénico, etanosulfénico, bencenosulfénico, p-
toluenosulfénico, ciclamico, salicilico, p-aminosalicilico, pamoico y acidos similares.
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Por el contrario, dichas formas de sal se pueden convertir mediante el tratamiento con una base apropiada en la
forma de base libre.

Los compuestos de formula (I) pueden existir tanto en forma no solvatada como solvatada. El término “solvato” se
usa en el presente documento para describir una asociacion molecular que comprende un compuesto de la
invencion y una o mas moléculas de disolvente farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, agua o etanol. El
término "hidrato" se usa cuando dicho disolvente es agua.

Los compuestos de formula () tienen al menos un atomo de carbono asimétrico como se ilustra a continuacion,
donde los atomos de carbono asimétricos se identifican por un *.

(D

En una realizacién, la presente invencion se refiere a compuestos de formula (R)-(I) que se definen como
compuestos de férmula (1) que tiene la configuracion (R) en la posicion 4 del resto cromanilo.

’ (R)-(I)

Los compuestos de formula (1) interesantes son aquellos compuestos de férmula (I) en los que se aplica una o mas
de las siguientes restricciones:

a) R' y R? son cada uno halo; o

b) R’ y R? son cada uno bromo, y se encuentran en la posicion 6 y 8 del resto cromanilo; o
c) R%es hidroxi; o

d) R3es amino; o

e) R3es metilamino; o

f) R* es hidrogeno; o

g) R* es metilo; o

h) X es nitrégeno; o

i) X es CR5, en el que R® representa hidrogeno; o

j)Xes CR5, en el que R® representa halo, en particular, cloro.

Un primer grupo de compuestos son aquellos compuestos de formula (R)-(1), en la que R' y R? son cada uno bromo
y se encuentran en la posicion 6 y 8 del resto cromanilo, y en la que R® representa hidroxi.

Otro grupo de compuestos son aquellos compuestos de formula gR)-(I), en la que R' y R? son cada uno bromo y se
encuentran en la posicion 6 y 8 del resto cromanilo, y en la que R” representa amino.

Los compuestos de férmula (l) se pueden preparar mediante N-alquilaciéon reductora de un producto intermedio de
férmula (II) con un producto intermedio de férmula (lll), siguiendo procedimientos de N-alquilacién reductora
conocidos en la técnica.
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Dicha N-alquilacion reductora se puede realizar en un disolvente inerte a la reaccion tal como, por ejemplo,
diclorometano, THF, tolueno o una mezcla de los mismos, y en presencia de un agente reductor tal como, por
ejemplo, un borohidruro, por ejemplo, borohidruro de sodio, cianoborohidruro de sodio o triacetoxiborohidruro.
También puede ser conveniente usar hidrégeno como agente reductor en combinacion con un catalizador adecuado
tal como, por ejemplo, paladio sobre carbén vegetal o platino sobre carbén vegetal. En caso de usarse hidrégeno
como agente reductor, puede ser ventajoso afiadir un agente deshidratante a la mezcla de reaccion, tal como, por
ejemplo, terc-butdxido de aluminio. Para evitar la hidrogenacion adicional no deseada de ciertos grupos funcionales
en los reactivos y los productos de reaccion, también puede ser ventajoso afadir un veneno apropiado para el
catalizador a la mezcla de reaccién, por ejemplo, tiofeno o quinolina-azufre. Para aumentar la velocidad de la
reaccion, se puede elevar la temperatura en un intervalo entre la temperatura ambiente y la temperatura de reflujo
de la mezcla de reaccion y, opcionalmente, se puede elevar la presion del gas de hidrogeno.

Cuando se preparan compuestos de férmula (1) en la que R® representa amino o mono-(alquil C1.4)-amino usando el
procedimiento de N-alquilacion descrito anteriormente, puede ser apropiado proteger dicha funcionalidad amina. Los
grupos protectores para las funcionalidades amina son conocidos en la técnica y se retiran tras el procedimiento de
N-alquilacion.

También se pueden preparar compuestos de féormula (1) en la que R® representa hidroxi usando el procedimiento de
N-alquilaciéon descrito anteriormente mediante el cual se protege la funcionalidad hidroxi con grupos protectores
conocidos en la técnica.

Los compuestos de férmula (I-a), definidos como compuestos de formula (1) en la que R® representa hidroxi, se
pueden preparar mediante la hidrdlisis de los productos intermedios de formula (V) en condiciones basicas. Los
productos intermedios de férmula (IV) se pueden preparar de acuerdo con el procedimiento de N-alquilaciéon general

descrito anteriormente.
.y /@
N
N

A

N/ -\.—' \>_ .
R

HNME\;AN “"X

‘ base fuerte

o av) )\ N

R? (1-a)

Los materiales de partida y algunos de los productos intermedios son compuestos conocidos y se encuentran
disponibles en el mercado o se pueden preparar de acuerdo con procedimientos de reaccién convencionales, en
general, conocidos en la técnica.
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Los compuestos de férmula (1) como los preparados en los procedimientos descritos anteriormente en el presente
documento se pueden sintetizar en forma de mezclas racémicas de enantidmeros que se pueden separar entre si
siguiendo procedimientos de resolucion conocidos en la técnica. Dichos compuestos de férmula (I) que se obtienen
en forma racémica se pueden convertir en las formas de sal diastereomérica correspondientes mediante la reacciéon
con un acido quiral adecuado. Dichas formas de sal diastereoméricas se separan subsiguientemente, por ejemplo,
por cristalizacion selectiva o fraccionada, y los enantidmeros se liberan de las mismas por medio de una base. Una
manera alternativa de separar las formas enantioméricas de los compuestos de formula (1) implica la cromatografia
liquida usando una fase estacionaria quiral. Dichas formas isoméricas estereoquimicamente puras también se
pueden derivar de las correspondientes formas isoméricas estereoquimicamente puras de los materiales de partida
apropiados, a condicidn de que la reaccién se produzca de manera estereoespecifica. Preferentemente, si se desea
un determinado estereoisémero, dicho compuesto se sintetizara mediante procedimientos de preparacion
estereoespecificos. Estos procedimientos emplearan ventajosamente materiales de partida enantioméricamente
puros.

Los compuestos de férmula (1), incluyendo cualquier forma estereoquimicamente isomérica y sus tautomeros, y las
sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, poseen actividad antibacteriana, en particular, contra bacterias
del género Clostridium, mas concretamente, Clostridium perfringens, como se demuestra en los ejemplos
farmacologicos.

Por lo tanto, la presente invencion también se refiere a compuestos de férmula () para su uso como un
medicamento, especialmente para su uso en el tratamiento de infecciones bacterianas, en particular, infecciones
basadas en Clostridium, mas particularmente, infecciones basadas en Clostridium perfringens. Posteriormente, los
presentes compuestos se pueden usar para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de infecciones
bacterianas, en particular, de infecciones basadas en Clostridium, mas particularmente, de infecciones basadas en
Clostridium perfringens. Las infecciones basadas en Clostridium perfringens son, por ejemplo, intoxicacion
alimentaria por C. perfringens de tipo A, enterotoxemia, enteritis necrosante y gangrena gaseosa.

Los términos "tratar" y "tratamiento”, como se usan en el presente documento, se refieren al tratamiento curativo,
paliativo y profilactico, incluyendo la inversién, el alivio, la inhibicion del progreso de o la prevencion de la
enfermedad, del trastorno o de la afeccién a los que se aplica dicho término, o uno o mas sintomas de dicha
enfermedad, dicho trastorno o dicha afeccion.

“Animales de sangre caliente”, como se usa en el presente texto, incluye tanto seres humanos como animales tales
como animales de granja (por ejemplo, ovejas, vacas, cerdos, cabras o caballos), animales domésticos (por ejemplo,
perros, gatos o cobayas), asi como animales silvestres en cautiverio y aves (por ejemplo, aves de corral).

Ademas, la presente invencidon proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden al menos un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de formula (1).

La expresidon "cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de férmula (I)", como se usa en el presente
documento, significa la cantidad de compuesto de formula (I) que provoca la respuesta bioldgica o medicinal en el
animal de sangre caliente que esta siendo examinado por el médico o veterinario, que incluye el alivio de los
sintomas de la afeccion que se esté tratando. La cantidad terapéuticamente eficaz se puede determinar usando
técnicas de optimizacion habituales, y depende de la afeccion que se vaya a tratar en particular, del estado del
animal de sangre caliente, de la via de administracion, de la formulacién y del juicio del facultativo, asi como de otros
factores evidentes para los expertos en la materia. Se puede obtener una cantidad terapéuticamente eficaz mediante
la dosificacion multiple.

Ademas, la presente invencidon proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden al menos un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de formula (1).

Para el uso en animales de sangre caliente, incluyendo seres humanos, los compuestos de formula (I) se pueden
administrar solos, pero generalmente se administraran en mezcla con un diluyente o un vehiculo farmacéutica o
veterinariamente aceptable seleccionado con respecto a la via de administracion deseada y la practica farmacéutica
convencional. Por ejemplo, se pueden administrar por via oral, incluyendo la via sublingual, en forma de
comprimidos que contengan excipientes tales como almidén o lactosa, o en capsulas u 6vulos, solos o mezclados
con excipientes, o en forma de elixires, soluciones o suspensiones que contengan agentes aromatizantes o
colorantes. Los compuestos de férmula (1) se pueden incorporar a capsulas, comprimidos o bolos para dirigirlos
hacia el colon o duodeno mediante la disolucion retardada de dichas capsulas, comprimidos o bolos durante un
tiempo determinado después de la administracion oral. Los compuestos de férmula () se pueden inyectar
parenteralmente, por ejemplo, por via intravenosa, intramuscular o subcutanea. Para la administracion parenteral, lo
mejor es usarlos en forma de una solucién o suspension acuosa estéril que puede contener otras sustancias, por
ejemplo, suficiente sal o glucosa para hacer solucion isoténica con la sangre. Los compuestos de férmula (1) se
pueden administrar por via topica, en forma de cremas estériles, geles, formulaciones de uncion dorsal continua o
puntual, suspensiones, lociones, pomadas, polvos finos, pulverizados, apdsitos con farmaco incorporado o por
medio de un parche cutaneo. Por ejemplo, los compuestos de formula (I) se pueden incorporar a una crema
constituida por una emulsién acuosa u oleosa de polietilenglicoles o parafina liquida, o se pueden incorporar a una
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pomada que consista en una base de parafina blanda de cera blanca, o en forma de hidrogel con derivados de
celulosa o poliacrilato, u otros modificadores de la viscosidad, o en forma de un polvo seco o pulverizado liquido o
aerosol con propulsores de butano/propano, HFA o CFC, o en forma de un apdsito con farmaco incorporado, ya sea
como un apoésito de tul, con apdsitos de gasa de parafina blanda blanca o polietilenglicoles impregnados o con
apositos de hidrogel, hidrocoloide, alginato o pelicula. Los compuestos de formula (1) también se podrian administrar
intraocularmente en forma de una gota ocular con tampones apropiados, modificadores de la viscosidad (por
ejemplo, derivados de celulosa), conservantes (por ejemplo, cloruro de benzalconio (BZK)) y agentes para ajustar la
tonicidad (por ejemplo, cloruro de sodio). Dichas técnicas de formulacién son bien conocidas en la materia. Todas
estas formulaciones también pueden contener estabilizantes y conservantes apropiados.

Para un uso veterinario, los compuestos se pueden administrar en forma de una formulacién convenientemente
aceptable de acuerdo con la practica veterinaria habitual, y el veterinario determinara la pauta de dosificacién y la via
de administracion que seran las mas apropiadas para el animal en cuestion.

Por la aplicacién tépica, se pueden usar bafio desinfectante, pulverizado, polvo, polvo fino, formulacién de uncion
dorsal continua o puntual, concentrado emulsionable, liquido de chorro, champus, collar, etiqueta o arnés. Dichas
formulaciones se preparan de una manera convencional de acuerdo con la practica veterinaria y farmacéutica
convencional. Asi pues, las capsulas, los bolos o los comprimidos se pueden preparar mezclando el principio activo
con un diluyente o vehiculo adecuado finamente dividido, que contenga ademas un agente desintegrante y/o
aglutinante tal como almidon, lactosa, talco o estearato de magnesio. Se puede preparar una formulacion de pocién
dispersando los principios activos en una soluciéon acuosa junto con agentes dispersantes o humectantes, y las
formulaciones inyectables se pueden preparar en forma de una soluciéon o emulsion estéril. Las formulaciones de
uncién dorsal continua o puntual se pueden preparar mediante la disolucién de los principios activos en un vehiculo
liquido aceptable, tal como butildigol, parafina liquida o un éster no volatil, con o sin la adiciéon de un componente
volatil tal como isopropanol.

Como alternativa, las formulaciones de pulverizacién, y de uncién dorsal continua o puntual se pueden preparar
mediante encapsulacion para dejar un residuo de agente activo en la superficie del animal. Estas formulaciones
variaran con respecto al peso de compuesto activo dependiendo de la especie del animal receptor que se vaya a
tratar, de la gravedad y del tipo de infeccion, asi como del tipo y el peso corporal del receptor. Las formulaciones que
comprenden un compuesto de férmula (l) se pueden administrar de forma continua, en particular, para la profilaxis
mediante procedimientos conocidos.

Como alternativa, las combinaciones se pueden administrar con el pienso del animal y, con este fin, se puede
preparar un aditivo o una premezcla de pienso concentrado para mezclarlo con el alimento habitual del animal.

Para el uso en seres humanos, los compuestos de formula (I) se administran como una formulacion
farmacéuticamente aceptable de acuerdo con la practica médica habitual.

Los expertos en el tratamiento de infecciones bacterianas, en particular, de infecciones por Clostridium,
determinaran facilmente la cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de férmula (1) a partir de los
resultados del ensayo presentado de aqui en adelante en el presente documento. En general, se contempla que una
dosis terapéuticamente eficaz sera de aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal,
mas preferentemente de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal del animal de
sangre caliente que se vaya a tratar. Puede ser apropiado administrar la dosis terapéuticamente eficaz en forma de
dos o mas subdosis a intervalos apropiados a lo largo del dia.

La dosis y frecuencia de administracion exactas dependen del compuesto de férmula (1) usado en particular, de la
afeccion que se esté tratando en particular, de la gravedad de la afeccion que se esté tratando, de la edad, del peso
y del estado fisico general del animal de sangre caliente en particular, asi como de la otra medicacion que el animal
de sangre caliente pueda estar tomando, como es bien conocido por los expertos en la materia. Ademas, dicha
cantidad diaria eficaz se puede reducir o aumentar en funcién de la respuesta del animal tratado y/o de la evaluacion
del médico o veterinario que prescribe los compuestos de la presente invencion. Por lo tanto, los intervalos de
cantidades diarias eficaces mencionados anteriormente en el presente documento solo son directrices.

Parte experimental

"DMF" se define como N,N-dimetilformamida, "CH,Cl," se define como diclorometano, "MeOH" se define como
metanol, "EtOH" se define como etanol, "TEA" se define como trietilamina, "DPPA" se define como difeniléster de
acido fosforazidico, "DBU" se define como 2,3,4,6,7,8,9,10-octahidro-pirimido[1,2-a]Jazepina, "NaBH(OAc)s" se define
como triacetoxiborohidruro de sodio, "MgSO4” se define como sulfato de magnesio,"POCI3" se define como tricloruro
fosférico, "Na,SO3" se define como sulfito de sodio, "CH3NH," se define como metanamina, "NaHCO3” se define
como bicarbonato de sodio, "CHCI3" se define como triclorometano, "Na,SO4" se define como sulfato de sodio,
"NH;OH" se define como hidroxido de amonio, "H>SO4" se define como acido sulftrico, "NCS" se define como 1-
cloro-2,5-pirrolidinodiona, "NaOH" se define como hidréxido de sodio y "THF" se define como tetrahidrofurano.

Se determinaron los puntos de fusién (p.f.) para una serie de compuestos con un aparato de puntos de fusion WRS-
2A que se adquirié en Shanghai Precision y Scientific Instrument Co. Ltd. Se midieron los puntos de fusion con una
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velocidad de calentamiento lineal de 0,2-5,0 °C/minuto. Los valores presentados son intervalos de fusién. La
temperatura maxima fue de 300 °C.

RMN de 'H

Se registraron los espectros de RMN de H para una serie de compuestos en un espectrometro Bruker DPX-300 o
Bruker DPX-400 con secuencias de pulso convencionales, funcionando a 300 MHz y 400 MHz, respectivamente, con
el uso de cloroformo-d (cloroformo deuterado, CDCl3) o DMSO-ds (DMSO deuterado, dimetilsulféxido-d6) como
disolventes. Los desplazamientos quimicos (8) se presentan en partes por millén (ppm) con respecto al
tetrametilsilano (TMS), que se usé como patrén interno.

A. Sintesis de los productos intermedios

Ejemplo A1

a) Preparacion de Producto intermedio (1)

Se afiadid acido férmico (81 g) gota a gota a 0 °C a TEA (1.040 mmol). Después de agitar durante 10 minutos, se
afiadié a la mezcla de reaccion 6,8-dibromo-2,3-dihidro-4H-1-benzopiran-4-ona (261 mmol), seguida del producto
intermedio (14) (0,5 mmol) y DMF (300 ml) a 25 °C. Tras la adicién, se agitd la mezcla de reaccién a 40 °C durante
24 horas. La cromatografia de capa fina (éter de petréleo/acetato de etilo = 5/1) demostré que la reaccién se habia
terminado. Se inactivo la mezcla de reaccion mediante la adicion de agua (1.000 ml) a 0 °C. Se extrajo la mezcla de
reaccion resultante con acetato de etilo (tres veces 1.000 ml). Se lavo la fase organica con salmuera (500 ml), se
secO sobre Na;SO, y se concentrd, dando el producto en bruto. Se lavd el producto en bruto con metiléter terc-
butilico, dando 78 g del producto intermedio (1).

Er
b) Preparacion de m Producto intermedio (2)

A una solucién agitada del producto intermedio (1) (253 mmol) en THF (2.000 ml), se afiadié DPPA (334 mmol) a
25 °C. Después de agitar durante 15 minutos a 25 °C, se afiadio DBU (691 mmol) a 0 °C. Tras la adicion, se agit6 la
mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 12 horas. La cromatografia de capa fina (éter de
petréleo/acetato de etilo = 10:1) demostré que el material de partida se habia consumido por completo. Se traté la
mezcla de reaccion con agua (1.000 ml) y se extrajo con acetato de etilo (tres veces, 1.000 ml). Se lavo la fase
organica con salmuera (1.000 ml), se secé sobre Na;SO4 y se concentrd, dando el producto en bruto. Se purifico el
producto en bruto por cromatografia en gel de silice (éter de petréleo/acetato de etilo = 50/1), dando 60,3 g del
producto intermedio (2).

(Fhiy
\_,,pl‘ 3

R

Br- A
" Producto intermedio
c) Preparacion de ] 3)

Er

|f:

Se afiadi¢ trifenilfosfina (362 mmol) a la mezcla de producto intermedio (2) (181 mmol) en H,O (80 ml) y THF
(800 ml) a 25 °C. Tras la adicion, se agitd la mezcla de reaccion a 25 °C durante 1 hora. La cromatografia de capa
fina (éter de petroleo/acetato de etilo = 5/1) demostré que la reaccion se habia completado. Se concentroé la mezcla
de reaccion y se repartio el residuo entre acetato de etilo (1.000 ml) y H>O (1.000 ml). Tras separarla, se extrajo la
fase acuosa con acetato de etilo (500 ml). Se lavé la fase organica con salmuera (1.000 ml), se secé sobre Na>,SO4 y
se concentrd, dando 150 g del producto intermedio (3).
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NH,
Br Hy
d) Preparacion de \Q:“’j Producto(;fr;termedm

Br

Se afiadié HsOH (180 ml) a la solucién de producto intermedio (3) (181 mmol) en EtOH (1.500 ml) a 0 °C. Se calento
la mezcla de reaccion resultante a reflujo durante 3 horas. La cromatografia de capa fina (CH2Cl./MeOH = 10/1)
demostré que la reaccion se habia completado. Se evapord la mezcla de reaccion para eliminar el EtOH, y se
acidificod el residuo mediante la adicion de HClI 6 N a pH = 2. Se filtré la mezcla resultante y se lavo el sdlido
resultante con acetato de etilo (500 ml), dando 40 g de producto intermedio (4).

Ejemplo A.2

a) Preparacion de _ﬁL Producto intermedio (5)
§F N

Se agité una mezcla de etiléster de acido N-[(1H-pirazol-3-ilamino)tioxometil]-carbamico (514 mmol) en NaOH 2 N
acuoso (565 mmol) a 15 °C durante 3 horas. A continuacion, se acidificd la mezcla con Na;SO4 2 N. Se filtro el
precipitado, se lavé con agua (1.000 ml) y metiléter terc-butilico (500 ml). Se sec6 el sélido resultante al vacio, dando
el producto como un sélido blanco, obteniéndose 78 g del producto intermedio (5).

1

~N

HN™ ¥

b) Preparacion de /|§ /Q Producto intermedio (6)
TN

A una suspension agitada de producto intermedio (5) (464 mmol, 1 equivalente) en EtOH (1.600 ml), se afiadié gota
a gota solucion acuosa de NaOH 2 N (480 ml, 2 equivalentes), seguida de yodometano (511 mmol, 1,1 equivalentes)
a 0 °C. Tras la adicion, se agitd la mezcla a 15 °C durante 2 horas. La cromatografia de Capa Fina (CH2Cl,/MeOH =
10/1) demostré que la reaccidon se habia completado. Se filtrd el precipitado, y después se suspendié en agua
(800 ml) y se acidificé con Na,SO4 2 N. Se agito la suspension a 0 °C durante 5 minutos. Se filtrd el precipitado y se
lavé con agua fria (900 ml). Se secé el sélido resultante al vacio, proporcionando 75 g del producto intermedio (6) en
forma de un solido blanco.
X
N

N N
c) Preparacion de ,rLa- f@ Producto intermedio (7)
5N

Se calentdé una mezcla de producto intermedio (6) (374 mmol), N,N-dimetil-4-piridinamina (1,31 mmol) en POCI3
(1.500 ml) a reflujo durante 2 horas a 100 °C. Después de enfriar hasta la temperatura ambiente, se eliminé el
exceso de POCI; al vacio y se seco el residuo resultante durante 2 horas. El producto en bruto se usé directamente
para la siguiente etapa sin purificacion adicional, produciendo 240 g del producto intermedio (7).

d) Preparacion de \_J\ N Producto intermedio

N
e /Q (8)

©
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Se disolvio el producto intermedio (7) (374 mmol) en CH,Cl, seco (2.000 ml), a continuacion, se afiadieron N-metil-
bencenamina (285 ml) y TEA (355 ml) gota a gota a 0 °C. Después de agitar durante 10 minutos, se dej6 calentar la
mezcla hasta la temperatura ambiente y se agitdé durante la noche. La cromatografia de capa fina (CH2Cl,/MeOH =
10/1) demostrd que la reaccion se habia completado. Se lavé la mezcla de reaccion con agua (600 ml) y salmuera
(300 ml). Se seco la capa organica sobre MgSOys, se filtrd y se concentrd, dando el producto bruto, que se lavé mas
con EtOH, dando 82 g del producto intermedio (8).

T Producto intermedio

e) Preparacion de NTON
) Prep R D ©)

A una solucién agitada del producto intermedio (8) (303 mmol) en CH.Cl, (2000 ml), se afadié acido 3-
cloroperoxibenzoico (1.059 mmol) a 0 °C en porciones. Tras la adicién, se agitd la mezcla de reaccion a 0 °C durante
1 hora y luego a 15 °C durante 2 horas. La cromatografia de capa fina (éter de petréleo/acetato de etilo = 5/1)
demostré que la reaccion se habia completado. Se lavé la mezcla de reacciéon con solucidén acuosa saturada de
Na,SO3 (cuatro veces con 600 ml) y después se afnadié solucion acuosa saturada de NaHCOs3; hasta pH = 7. Se
extrajo la capa acuosa con CHCl, (500 ml). Se lavaron las fases organicas combinadas con salmuera (800 ml), se
secaron sobre Na,SO, y se concentraron, dando el producto en bruto. Se lavé el producto en bruto con metiléter
terc-butilico (tres veces con 500 ml), dando 87 g del producto intermedio (9).

e

N
L 2\ N Producto int di
f Pre aracién de N =T roaucto Iintermedio
) Prep ,NUJ’\A:J.},_‘,JJ (10)

A una solucién agitada del producto intermedio (9) (287 mmol) en CHCI; (2000 ml), se afiadio 3,3-dietoxi-1-
propanamina (474 mmol) a 0 °C en porciones. Tras la adicion, se agité la mezcla de reaccion a 0 °C durante 1 hora 'y
luego a 15 °C durante 2 horas. La cromatografia de capa fina (éter de petréleo/acetato de etilo = 5/1) demostré que
la reaccién se habia completado. Se lavd la mezcla de reaccion con solucion acuosa saturada de Na,SOs (cuatro
veces con 600 ml), y después se afadid solucién acuosa saturada de NaHCO3 hasta pH = 7. Se extrajo la capa
acuosa con CHzCl» (500 ml). Se lavaron las fases organicas combinadas con salmuera (800 ml), se secaron sobre
Na»SO, y se concentraron, dando el producto en bruto. Se lavo el producto en bruto con metiléter terc-butilico (tres
veces 500 ml), dando 87 g del producto intermedio (10) (p.f. 100,8-103,8 °C).

e

A Producto intermedio
v ™ N
g) Preparacion de Y el (11)

UM-\ N
H

Se afiadio HCI 12 N (7,5 ml) a la solucion de producto intermedio (10) (81 mmol) en THF (450 ml) por debajo de
20 °C. Después de agitar durante 5 minutos, se agité la mezcla de reaccion a 20 °C durante 1 hora. La cromatografia
de capa fina (CH2Clp/MeOH = 20/1) demostré que la reaccién se habia completado. Se afiadié acetato de etilo
(500 ml). Se agité la mezcla de reaccion durante 30 minutos. Se filtrd el precipitado, se lavd con acetato de etilo y se
seco al vacio, dando 32 g del producto intermedio (11).

10
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Ejemplo A.3

- @ i Producto intermedio
Preparacion de R
i L (14)
H

Se agitd una mezcla de N-[(1S,2S)-2-amino-1,2-difeniletil]-4-metil-bencenosulfonamida (2,13 mmol), dimero de
dicloro(p-cimeno)rutenio (1) (2,13 mmol) y TEA (0,6 ml) en 2-propanol (21 ml) a 80 °C durante 1 hora. Después de
enfriar hasta 20 °C, se concentrd la solucién organica al vacio. Se lavo el sélido resultante con agua (10 ml) y se
seco a presion reducida, dando el producto en bruto, que se recristalizd posteriormente en metanol, dando 0,37 g del
producto en forma de un producto intermedio sélido de color naranja brillante (14).

B. Preparacion de los compuestos finales

Ejemplo B.1

oy i Producto intermedio

a) Preparacion de Blm (12)
Y

Se afadié6 TEA (210,6 mmol) a la solucién de producto intermedio (11) (81 mmol) y producto intermedio (4)
(81 mmol). Después de agitar durante 1 hora, se afiadié NaBH(OAc); (113 mmol). Se agité la mezcla de reaccion a
20 °C durante 2 horas. La cromatografia de capa fina (CH;Clo/MeOH = 10/1) demostré que la reaccion se habia
completado. Se diluyd la mezcla con acetato de etilo (1.000 ml) y se lavd adicionalmente con solucion acuosa
saturada de NaHCO3; (dos veces con 500 ml). Se seco la capa organica sobre Na,SOg, se filtré y se concentrd,
dando 55 g de del producto intermedio (12) en bruto en forma de un aceite incoloro que se uso en la siguiente etapa
sin purificacion adicional.

O
L
He /L"‘-:}
NN Sy
H

R

b) Preparacion de Brm Compuesto (1)
8]

Br

ol

A una solucion agitada del producto intermedio (12) (6 mmol) en EtOH (100 ml), se afiadid NaOH 5 N (12 ml) gota a
gota a 0 °C. Tras la adicion, se calentd la mezcla de reaccion a reflujo durante 3 horas a 85 °C. La cromatografia de
capa fina (CH2Cl,/MeOH = 10/1) demostré que la reaccion se habia completado. Se eliminé el EtOH a presion
reducida y se neutralizé el residuo con acido citrico acuoso saturado a pH = 7. Se afadié la mezcla a una soluciéon
de agua (50 ml) y acetato de etilo (100 ml). Se filtrd el precipitado, se lavé con acetonitrilo (tres veces con 50 ml) y se
seco al vacio, dando 1,8 g del compuesto (1).

El compuesto (5) se preparé usando el mismo procedimiento haciendo reaccionar el producto intermedio (11) con
(R)-6,8-dicloro-croman-4-ilamina.

A continuacion, se representa un procedimiento alternativo para la preparacion del compuesto (1).

11
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Etapa 1
(o] il 'jj\ I:_\;.-—.‘\' il
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X
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Etapa 2
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NES Br. Br
—_— —_—
o H-50, 0y
Er Hr
5 Etapa 3
X
N
NF TN
o I]“EM.\'AN/Q
NI, i . o R H
Br. ) |\ MaBHy
——
T 0
(¥ H
Br
Br

Ejemplo B.2

Preparacion de Brm Compuesto (2)
o
HCL

Se afiadié HCI 4 M en dioxano (30 ml) a la solucién del compuesto (1) (3,6 mmol) en MeOH (10 ml) a 20 °C. Se agitoé
la mezcla durante 3 horas a 20 °C. Se eliminé el disolvente a presion reducida. Se secd el residuo al vacio,

10 obteniéndose 1,62 g del Compuesto (2) (p.f: 234,6-235,6 °C). Rotacion optica: [a]53920 = +10,67; 8,77 mg/ml,
metanol.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,86-2,07 (m, 2 H), 2,14-2,28 (m, 1 H), 2,30-2,44 (m, 1 H), 3,04 (sa, 1 H),
3,17 (sa, 1 H), 3,36-3,43 (m, 2 H), 4,34-4,43 (m, 1 H), 4,43-4,52 (m, 1 H), 4,52-4,60 (m, 1 H), 5,88 (d, J = 2,0 Hz, 1
H), 7,11 (t, J = 5,4 Hz, 1 H), 7,78 (d, J = 1,6 Hz, 1 H), 7,81-7,89 (m, 2 H), 9,21 (sa, 1 H), 9,32 (sa, 1 H).

15
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Ejemplo B.3

N
H. .
.l %M“/L}”)Q{ Producto
a) Preparacion de TR H 1

B:\ij " | intermedio (13)
L8]

Se agité una solucion del producto intermedio (12) (10,2 mmol) en DMF (300 ml) a 80 °C durante 5 minutos. Se
afiadi6 NCS (20,4 mmol) a la mezcla bajo atmodsfera de nitrogeno, y se agitdé la reaccion durante 3 horas. A
continuacion, se eliminé la DMF a presion reducida. Se lavo el residuo con metiléter ferc-butilico (tres veces con
50 ml) y se filtré. Se seco el solido a presion reducida, obteniéndose 2,8 g de producto intermedio (13).

Cl

b) Preparacion de B’m Compuesto (3)

Se afadié producto intermedio (13) (0,97 mmol) y CHsNH> 2 M en THF (5 ml) a EtOH anhidro (5 ml) a 20 °C. Se
agitod la mezcla a 150 °C bajo microondas durante 4 horas. Se elimin6 el EtOH a presion reducida. Se purificd el
residuo por cromatografia preparativa liquida de alto rendimiento (columna: YMC, 250 x 20 mm, fase mévil: CHsCN
al 20-50 % (CF3COOH al 0,075 % v/v); caudal: 25 ml/min; tiempo de acabado: 15 minutos)). Se recogio la fraccion
deseada y se evapord. Se neutralizo la solucion acuosa a pH = 7 y se concentré. Se filtré el solido y se lavé con
agua (tres veces con 30 ml), proporcionando 0,065 g del Compuesto (3) (p.f.: 108,8-118,6 °C).

Ejemplo B.4

Preparacion de I“m Compuesto (4)
8]

Se agité una mezcla de producto intermedio (13) (0,97 mmol) y NH3 2 M en MeOH (10 ml) a 125 °C bajo microondas
durante 3 horas. Se concentré la mezcla a presion reducida. Se purificd el residuo por cromatografia preparativa
liquida de alto rendimiento (columna: YMC, 250 x 20 mm, fase movil: CH3CN al 30-60 % (CF3COOH al 0,075 % v/v);
caudal: 25 ml/min; tiempo de acabado: 15 minutos)). Se recogio la fraccion deseada y se evaporé. Se neutralizé la
solucién acuosa a pH = 7 y se concentré. Se filtrd el solido resultante y se lavdé mas con agua (tres veces con 30 ml).
Se sec6 el producto bajo un alto vacio, proporcionando 0,09 g del compuesto (4) (p.f.: 78,7-94,1 °C).

La Tabla 1 enumera los compuestos que se prepararon de acuerdo con uno de los ejemplos anteriores.
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Tabla 1:
H “SNH
N7 NN N(-J\N..-N
I )
H. = ==
QMIP_‘II N H,_\_MN/J\\N T
iR H H
Br Br R 1
0 (8]
Br Br

Compuesto N° 1; Ej. B.1 Compuesto N° 3; Ej. B.3

H NH,

NZ NN NJ\N’N\
He ™S BN /K») i .MN/J%NJ“‘\'%

B 1
Br R Br R ¢
0 JHC o
Br Br
Compuesto N° 2; Ej. B.2; .HCI Compuesto N° 4; Ej. B.4
OH
NZ N -
H - /|%>
NTTNTN

Cl

1
Compuesto N° 5; Ej. B.1

C. Parte analitica

C. 1. Procedimiento general A de EM-CL

Procedimiento general A

La medicion de HPLC se realizé usando un modulo de Agilent 1100 que comprendia una bomba, un detector de red
de diodos (DAD) (longitud de onda usada de 220 nm), un calentador de columna y una columna como se especifica
en los respectivos procedimientos que figuran mas adelante. Se dividié el flujo de la columna entre una G1946C y
G1956A de la serie MSD de Agilent. El detector de EM estaba configurado con EM-IENPA (ionizacién por
electronebulizacion a presion atmosférica). Los espectros de masas se adquirieron mediante exploracion de 100 a
1.000. El voltaje de la aguja capilar fue de 2.500 V para el modo de ionizacion positivo y de 3.000 V para el modo de

ionizacién negativo. La tension de fragmentacion fue de 50 V. La temperatura del gas de secado se mantuvo a
350 °C a un caudal de 10 I/min.

Procedimiento 1

Ademas del procedimiento general A: se llevé a cabo la HPLC de fase inversa en una columna YMC-Pack ODS-AQ
de 5 um, 50 x 2,0 mm con un caudal de 0,8 ml/min. Se usaron dos fases moviles (fase moévil A: agua con TFA al
0,1 %; fase movil B: acetonitrilo con TFA al 0,05 %). En primer lugar, se mantuvo A al 100 % durante 1 minuto. A

14
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continuacion, se aplicé un gradiente hasta A al 40 % y B al 60 en 4 minutos, y se mantuvo durante 2,5 minutos. Se
usaron los volumenes inyectados comunes de 2 pl. La temperatura del horno fue de 50 °C. (polaridad de EM:
positiva).

Procedimiento 2

Ademas del procedimiento general A: se llevé a cabo la HPLC de fase inversa en una columna YMC-Pack ODS-AQ
de 5 um, 50 x 2,0 mm con un caudal de 0,8 ml/min. Se usaron dos fases moviles (fase mévil A: agua con TFA al
0,1 %; fase maovil B: acetonitrilo con TFA al 0,05 %). En primer lugar, se mantuvo A al 90 % y B al 10 % durante
0,8 minutos. A continuacion, se aplico un gradiente hasta A al 20 % y B al 80 en 3,7 minutos, y se mantuvo durante
3 minutos. Se usaron los volumenes inyectados comunes de 2 pl. La temperatura del horno fue de 50 °C. (polaridad
de EM: positiva).

Tabla 2: Datos analiticos - Tiempo de retencién (T, en minutos), pico (MH)" (de la base libre), procedimiento de EM-
CL y puntos de fusion (p.f. se define como punto de fusion).

Compuesto N° T, (MH)" Procedimiento de EM-CL
1 4,16 499,0 1
2 4 468,9 1
3 3,39 545,9 2
4 3,25 531,9 2

D. Ejemplos farmacolégicos

D.1.1 Procedimiento in vitro para ensayar compuestos contra C. perfringens

Se llenaron placas de microvaloracion de plastico de 96 pocillos estériles, de fondo plano, con 100 ul de medio de
caldo de infusion de cerebro y corazon. Posteriormente, se afadieron soluciones madre (100 x concentracion de
ensayo final) de compuestos en voliumenes de 2 pl a una serie de pocillos para permitir la evaluacion de sus efectos
sobre el crecimiento bacteriano. Se incluyeron muestras de control sin tratar con y sin inéculo en cada placa de
microvaloracion. Se afhadieron aproximadamente 50.000 UFC por pocillo de Clostridium perfringens (cepa 56), en un
volumen de 100 ul en medio de caldo de infusion de cerebro y corazén a los pocillos. Se incubaron los cultivos a
37 °C durante 24 horas en un recipiente anaerobico. Se leyd la densidad optica (DO) en un espectrofotometro
controlado por ordenador (Envision) a una longitud de onda de 540 nm. Se calculd el porcentaje de inhibicion del
crecimiento alcanzado por los compuestos de acuerdo con procedimientos convencionales, y se expresé como Clgg
(ug/ml) que define la concentracién inhibidora del 90 % para el crecimiento bacteriano.

D.1.2. Procedimiento in vitro para ensayar los compuestos en cuanto a la actividad antibacteriana contra la cepa de
C. difficile

Se llenaron placas de microvaloracion de plastico de 96 pocillos estériles, de fondo plano, con 100 ul de medio de
caldo clostridial reforzado. Posteriormente, se afiadieron soluciones madre (100 x concentracion de ensayo final) de
compuestos en volumenes de 2 pl a una serie de pocillos para permitir la evaluacion de sus efectos sobre el
crecimiento bacteriano. Se incluyeron muestras de control sin tratar con y sin indculo en cada placa de
microvaloracion. Se afiadieron aproximadamente 50.000 UFC por pocillo de Clostridium difficile (ATCC9689), en un
volumen de 100 pl en medio de caldo clostridial reforzado a los pocillos. Se incubaron los cultivos a 37 °C durante 24
horas en un recipiente anaerdbico. Se leyd la densidad o6ptica (DO) en un espectrofotometro controlado por
ordenador (Thermomax) a una longitud de onda de 570 nm. Se calcul6 el porcentaje de inhibicion del crecimiento
alcanzado por los compuestos de acuerdo con procedimientos convencionales, y se expresé como Clgg (ug/ml) que
define la concentracion inhibidora del 90 % para el crecimiento bacteriano.

Resultados para D.1.1y D.1.2:

REP3123 mostré una buena actividad tanto contra C. perfringens como contra C. difficile, mostrando una Clg de
0,25y 0,5-1 ug/ml, respectivamente.

El Compuesto (2) de la presente invenciéon mostré una buena actividad tanto contra C. perfringens como contra C.
difficile, mostrando una Clgg de 0,5 y 2 ug/ml, respectivamente.

D.1.3. Procedimiento in vitro para ensayar compuestos contra varias bacterias

Se llenaron placas de microvaloracion de plastico de 96 pocillos estériles, de fondo plano, con 100 ul de medio de
caldo. Posteriormente, se afiadieron soluciones madre (100 x concentracién de ensayo final) de compuestos en
volumenes de 2 ul a una serie de pocillos para permitir la evaluacion de sus efectos sobre el crecimiento bacteriano.
Se incluyeron muestras de control sin tratar con y sin inéculo en cada placa de microvaloracion. Se afadieron

15



10

15

20

25

30

ES 2 538 998 T3

aproximadamente 50.000 UFC por pocillo de bacterias, en un volumen de 100 pl en medio de caldo a los pocillos.
Se incubaron las placas a 37 °C. Se determiné la concentracion minima de inhibicién como la concentracién mas
alta sin crecimiento visible y se expresé Clgo (ng/ml) que define la concentracion inhibidora del 90 % para el
crecimiento bacteriano.

Medio y condiciones de incubacion:

Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, Staphylococcus epidermidis, Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes: medio de
Mueller Hinton; incubacién durante 20-24 horas en condiciones aerébicas.

Enterococcus faecalis, Streptococcus Medio de Todd Hewitt; incubacién durante 20-24 horas en CO; al
pneumonia: 5 %.

Mycobacterium smegmatis: Medio de Mueller Hinton; incubacién durante 48 horas en
condiciones aerdbicas.

Caldo de nutrientes; la incubacién durante 20-24 horas en
condiciones aerdbicas.

Medio de infusion de cerebro y corazoén; incubacion durante 20-24
horas en condiciones aerdbicas.

Acinetobacter baumanii:

Moraxella catarrhalis:

Resultados para D.1.3:

Tanto REP3123 como el Compuesto (2) de la presente invencién no mostraron ninguna actividad contra las
bacterias Gram negativas. Las Clgy de REP3123 resultaron ser >32, >64, 16, >78 y >64 ug/ml frente a E. coli, K.
pneumoniae, M. cattarhalis, P. aeruginosa y A. baumanii, respectivamente. Las Clgy del Compuesto (2) de la
presente invencion resultaron ser >31, >64, 16, >75 y >64 ug/ml contra E. coli, K. pneumoniae, M. cattarhalis, P.
aeruginosa y A. baumanii, respectivamente.

REP3123 mostré buenas actividades contra todas las bacterias Gram positivas ensayadas. Las Clgy de REP3123
resultaron ser <0,25, <0,25, <0,25, 1, 0,12 y 0,12 ug/ml frente a S. aureus, S. aureus resistente a la meticilina, S.
epidermidis, E. faecalis, S. pneumoniae, B. subtilis y L. monocytogenes, respectivamente. EIl Compuesto (2) de la
presente invencion resultd ser inactivo contra todas las bacterias Gram positivas ensayadas excepto contra E.
faecalis y L monocytogenes. Sin embargo, la actividad del Compuesto (2) de la presente invencion resultd ser
incluso mucho menor contra estos 2 microorganismos que la de REP3123. Las Clgy del Compuesto (2) de la
presente invencion fueron 8-15, 7-13, 15, 1,5, > 31, 4 y 2 ug//ml frente a S. aureus, S. aureus resistente a la
meticilina, S. epidermidis, E. faecalis, S. pneumoniae, B. subtilis y L. monocytogenes, respectivamente.

Tanto REP3123 como el Compuesto (2) de la presente invencion no mostraron ninguna actividad contra
Mycobacterium smegmatis. Las Clgy de REP3123 y del Compuesto (2) de la presente invencion contra M.
smegmatis resultaron ser de 6-8 y > 31 ug/ml, respectivamente.

Tabla 3: Actividad antibacteriana de REP3123 y del Compuesto (2) contra bacterias Gram positivas

Bacterias Gram positivas REP3123 Compuesto (2)
S. aureus <0,25 ug/mi 8-15 pg/ml
S. aureus resistente a la meticilina <0,25 ug/mi 7-13 pg/ml
S. epidermidis <0,25 ug/mi 15 ug/mi

E. faecalis <0,25 ug/mi 1,5 pg/mi

S. pneumonia 1 pg/ml >31 pg/ml
B. subtilis 0,12 ug/mi 4 ng/ml

L. monocytogenes 0,12 ug/mi 2 pg/ml

La comparacion entre REP3123 y el Compuesto (2) de la presente invencion demuestra claramente la actividad de
amplio espectro de REP3123 contra las bacterias Gram positivas frente a la actividad de espectro reducido del
Compuesto (2).
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula (1)

(0,

incluyendo cualquier forma estereoquimicamente isomérica y tautomero del mismo, en la que:

R’ y R2 son seleccionados, cada uno de manera independiente, entre hidrégeno, halo, hidroxi, alquilo C+.,
polihaloalquilo C1.6, alquiloxi C1.s 0 polihaloalquiloxi C1.s;

R%es hidroxi, amino, mono- o di-(alquil C14)-amino;

R* es hidrogeno o alguilo Cia;

X es nitrégeno o CR”, en el que RS es hidrégeno, halo o alquilo C1.4; a condiciéon de que cuando R sea hidroxi,
entonces X representa CH y R* representa hidrogeno;

o una sal de adicion de acido farmacéuticamente aceptable del mismo o uno de sus solvatos.

2. El compuesto segun lo reivindicado en la reivindicacion 1, incluyendo cualquier forma estereoquimicamente
isomérica o tautdmero del mismo, o una sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable del mismo o uno de
sus solvatos, que tiene la configuracién (R) en la posicion 4 del resto cromanilo.

3. El compuesto segun lo reivindicado en la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, incluyendo cualquier forma
estereoquimicamente isomérica o tautémero del mismo, o una sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable
del mismo o uno de sus solvatos, en el que R’ y R? son cada uno halo.

4. El compuesto segun lo reivindicado en la reivindicacion 1, incluyendo cualquier forma estereoquimicamente
isomérica o tautdmero del mismo, o una sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable del mismo o uno de
sus solvatos, en el que R' y R? son cada uno bromo y estan ubicados en la posicion 6 y 8 del resto de cromanilo.

5. El compuesto segun lo reivindicado en la reivindicacién 2, incluyendo cualquier forma estereoquimicamente
isomérica o tautdmero del mismo, o una sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable del mismo o uno de
sus solvatos, en el que R' y R? son cada uno bromo y estan ubicados en la posicién 6 y 8 del resto de cromanilo, y
en el que R® represente hidroxi.

6. El compuesto segun lo reivindicado en la reivindicacion 5, incluyendo cualquier forma estereoquimicamente
isomérica o tautémero del mismo, en el que el compuesto es:
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7. Una composiciéon farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y una cantidad
terapéuticamente activa de un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, incluyendo
cualquier forma estereoquimicamente isomérica o tautdbmero del mismo, o una sal de adiciébn de acido
farmacéuticamente aceptable del mismo o uno de sus solvatos.

8. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, incluyendo cualquier forma
estereoquimicamente isomérica o tautémero del mismo, o una sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable
del mismo o uno de sus solvatos, para su uso como un medicamento.

9. El compuesto segun lo reivindicado en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, incluyendo cualquier forma
estereoquimicamente isomérica o tautdmero del mismo, o una sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable
del mismo o uno de sus solvatos, para su uso en el tratamiento de una infeccién bacteriana.

10. El compuesto para su uso segun lo reivindicado en la reivindicacion 9, en el que la infecciéon bacteriana es una
infeccion a base de Clostridium.
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