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DESCRIPCION
Analogos heterociclicos de inhibidores enlazados a propargilo de la dihidrofolato reductasa
Declaracion relativa a la investigacion patrocinada por el gobierno federal

La presente invencion se realizd con el apoyo del Gobierno con las subvenciones n.° GM067542, Al073375 vy
Al0165143 otorgadas por los Institutos Nacionales de Salud. El gobierno tiene ciertos derechos en la invencion.

Campo técnico

Se refiere a compuestos que inhiben la dihidrofolato reductasa (DHFR) y a procedimientos de uso de los
compuestos para tratar infecciones patdgenas y neoplasias.

Antecedentes de la invencion

Especies de Bacillus, incluyendo B. anthracis y B. cereus, presentan importantes riesgos para la salud. B. anthracis
es la bacteria grampositiva, altamente patégena, que es responsable de la enfermedad grave y a menudo mortal,
carbunco. Se clasifica como un patégeno de tipo A por el Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas.
Los tratamientos actuales para las infecciones por B. anthracis tienen limitaciones graves incluyendo el gasto, la
resistencia y las contraindicaciones en nifios. B. anthracis y B. cereus estan estrechamente relacionadas, de hecho,
pruebas bioquimicas y genéticas sugieren que se deben considerar una sola especie. La exposiciéon a B. cereus,
normalmente como contaminante alimentario, provoca una serie de infecciones incluyendo endoftalmitis, bacteremia,
septicemia, endocarditis, neumonia y meningitis, de las que algunas han demostrado ser mortales.

Criptosporidio y toxoplasma son protozoos parasitos apicomplejos que provocan una enfermedad grave en la
poblacion mundial. La criptosporidiosis, provocada por C. hominis, se caracteriza por una enfermedad consuntiva y
afecta con mayor frecuencia a pacientes inmunodeprimidos, ancianos y nifios de guarderia, aunque se han
producido brotes epidémicos en otras poblaciones sanas. El tratamiento eficaz para la criptosporidiosis es dificil de
encontrar. En este momento, existe un Unico agente terapéutico aprobado, nitazoxanida, contra el criptosporidio,
aunque la aplicacion de este farmaco se limita a pacientes inmunodeprimidos y los efectos no se han estudiado en
nifios menores de 12 afios de edad. La toxoplasmosis, cuando se transmite de forma congénita como T. gondii,
puede provocar la muerte neonatal y, cuando se transmite a través de la ingestion de carne o agua contaminada,
puede provocar fiebre e irritacion de garganta, o inflamacion cerebral en pacientes inmunodeprimidos. Ambos de
estos protozoos parasitos se han clasificado como agentes de biodefensa de categoria B.

Las infecciones fungicas sistémicas son una causa significativa y creciente de muerte y enfermedad grave en todo el
mundo. Las tasas de mortalidad debida a infecciones por Candida spp. fueron de un 38 % entre 1983 y 1986 y de un
49 % entre 1997 y 2001. La incidencia de estas infecciones ha aumentado debido al incremento en el numero de
pacientes inmunodeprimidos. Hasta la década de 1980, Candida albicans fue la causa principal de infecciéon por
candidemia sistémica y se pudo tratar con tratamientos tradicionales incluyendo derivados azoles y amfotericina B.
Sin embargo, el cambio en /a epidemiologia establece que mientras que las infecciones por C. albicans aun
representan la mayoria (~50 %), otras especies de Candida, principalmente C. glabrata, provocan ahora un numero
significativo (~20 %) de las septicemias.

Staplylococcus aureus es una bacteria grampositiva anaerobia facultativa que es una causa principal de infecciones
intrahospitalarias, asociadas mas frecuentemente con el torrente circulatorio, piel y tejido blando, neumonia asistida
con ventilador y catéteres. La frecuencia creciente de infecciones provocadas por S. aureus resistente a meticilina
(SARM) es de particular preocupacion. La SARM extrahospitalaria (SARM-EH), genotipicamente distinta de SARM-
IH, también ha convertido en una amenaza para los pacientes sin factores de riesgo tradicionales. Ademas de S.
aureus, la bacteria grampositiva Streptococcus pyogenes es una causa principal de infecciones del tegumento
comun complicadas (SSTI). La distincion de forma fiable entre infecciones provocadas por S. aureus y S. pyogenes
es dificil debido a las interferencias en el cuadro clinico inicial.

La dihidrofolato reductasa (DHFR) ha sido un farmaco validado para el tratamiento de infecciones bacterianas y
protozoicas durante décadas. La DHFR es una enzima esencial y desempefia un papel principal en la via
biosintética de folato. Se produce como proteina bifuncional con la timidilato sintasa (DHFR-TS) en los protozoos
apicomplejos, la DHFR utiliza el cofactor NADPH para catalizar la reduccion de dihidrofolato a tetrahidrofolato,
realizando de este modo una reaccion clave en la Unica sintesis de novo de monofosfato de desoxitimidina (dTMP).
Puesto que la DHFR es una enzima esencial para todas las células, los inhibidores que se dirigen a organismos
patégenos deben ser selectivos asi como potentes para evitar las complicaciones resultantes de la inhibicion de la
enzima humana. La dificultad de lograr tanto potencia como selectividad para la DHFR de criptosporidio se puso de
relieve por un estudio de Nelson y Rosowsky (Antimicrob Agents Chemother (2001) Dec; 45(12): 3293-303) en el
que examinaron 96 inhibidores de DHFR estructuralmente diversos y no pudieron identificar los compuestos que
eran tanto potentes como selectivos para la DHFR de C. hominis. La DHFR se ha conservado ampliamente a lo
largo de la evoluciéon. Sin embargo, existen varias diferencias residuales en los sitios activos de las diferentes
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especies que hacen posible que se logre la selectividad para la forma patégena de la enzima.

El inhibidor de la DHFR pirimetamina (es decir, 5-(4-clorofenil)-6-etilpirimidin-2,4-diamina) se ha usado eficazmente
para tratar la toxoplasmosis asi como la malaria, provocada por otro parasito apicomplejo, Plasmodium (tal como
contra Plasmodium falciprum). Sin embargo, muchos pacientes han tenido reacciones graves a pirimetamina,
limitando su eficacia.

Los documentos W02009/025919 y US2009/105287 divulgan compuestos que actian como inhibidores de la
DHFR, incluyendo la estructura basica de estos compuestos un anillo 2,4-diaminopirimidina con un enlazador
propargilo a otro anillo arilo, biciclo o heteroarilo sustituido.

Trimetoprim (es decir, 5-(3,4,5-trimetoxibencil)pirimidin-2,4-diamina) se ha usado eficazmente en el ambito clinico
como agente antibacteriano desde la década de 1960. Por ejemplo, se ha usado contra E. coli y especies de
Streptococcus. Posee caracteristicas similares a farmacos excelentes incluyendo un peso molecular relativamente
bajo (PM = 290 Dalton). Sin embargo, trimetoprim también presenta una alta afinidad solo por un pequefio grupo de
especies de DHFR de organismos patégenos tales como Escherichia coli. Esto limita su aplicacion generalizada.
Ademas, trimetoprim presenta solo potencia in vitro moderada contra la DHFR de C. hominis (ChDHFR) y T. gondii
(TgDHFR). Trimetoprim es menos potente contra la DHFR de cripfosporidio y toxoplasma, dos protozoos
apicomplejos.

Tradicionalmente, se han usado anfotericina B y derivados azoles para tratar infecciones por C. albicans. Sin
embargo, otras especies de Candida, principalmente C. glabrata tienen una menor susceptibilidad hacia compuestos
azoles, en especial el agente usado comunmente, fluconazol. El margen terapéutico para tratar C. glabrata es aun
mas estrecho puesto que las cepas de C. glabrata también son a menudo resistentes a anfotericina B.

Aunque la vancomicina es el tratamiento preferente para la infeccion por SARM en los hospitales, se ha informado
en los EE. UU. desde 2002 de cepas aisladas de S. aureus intermedios a vancomicina (VISA) y de cepas de S.
aureus resistentes a vancomicina. Adicionalmente, muchas cepas de S. aureus, incluyendo cepas nuevas de SARM-
EH, muestran sensibilidad a trimetoprim-sulfametoxazol (TMPSMZ). Se ha observado resistencia a TMP-SMZ entre
los estafilococos en Australia y los Estados Unidos desde principios de los afios ochenta. Los estudios de una
coleccion de cepas muestran que un 28 % de las cepas aisladas de SARM son resistentes a TMP y un 35 % son
resistentes a SMZ. Asimismo, el espectro de agentes que pueden ser eficaces tanto contra S. aureus como S.
pyogenes esta limitado por la resistencia: S. pyogenes puede ser resistente a macrolidos y S. aureus es
frecuentemente resistente a antibiéticos betalactamicos. Los tratamientos con actividad contra SARM y S. pyogenes
serian agentes ideales para tratar SSTI. Por tanto, el desarrollo de un agente antibacteriano eficaz que se dirija a
ambos organismos una prioridad alta.

Durante el desarrollo de farmacos, a menudo se aprecia que durante el procedimiento de optimizaciéon de la
molécula de partida, los incrementos en la potencia se correlacionan con los incrementos en el peso molecular. Sin
embargo, el peso molecular adicional con frecuencia representa un inconveniente ya que compromete las
propiedades similares a farmacos de la molécula de partida. El compromiso necesario entre el incremento en el peso
molecular y en incremento en la afinidad se puede examinar cuantitativamente con el concepto de eficacia de
ligando. La eficacia de ligando se define como la energia de union total por atomo distinto de hidrégeno; una eficacia
de ligando mayor define un compuesto superior. De forma interesante, aunque el metotrexato (es decir, acido (S)-2-
(4-(((2,4-diaminopteridin-6-il)metil)metilamino)benzamido)pentanedioico o MTX) es un compuesto mucho mas
potente (los valores de Clsg contra ChDHFR y TgDHFR son de 23 nM y 14 nM, respectivamente) que trimetoprim,
tiene la misma eficacia de ligando que trimetoprim, lo que implica que el incremento en la potencia depende en gran
medida del incremento en el peso molecular mas que de una posicion mas éptima de los elementos farmacéforos.

Por lo tanto, lo que se necesita son composiciones farmacéuticas que contienen compuestos de peso molecular
relativamente bajo que sean especificos y eficaces para el tratamiento de varias infecciones patégenas.

Sumario de la invencién

La invencion se define por las reivindicaciones adjuntas. La descripcion que sigue esta sometida a esta limitacion.
Todos los aspectos y modos de realizacion que no estan cubiertos por las reivindicaciones son simplemente
aspectos de la presente divulgacion y no forman parte de la invencion.

Se proporcionan compuestos, composiciones, procedimientos de preparacion de compuestos y procedimientos de
tratamiento de individuos que padecen infecciones bacterianas, fungicas y protozoicas usando los compuestos y
composiciones descritos en el presente documento. También se proporciona un procedimiento de tratamiento de un
individuo que esta padeciendo cancer, o enfermedad neoplasica, por los compuestos descritos en el presente
documento.

Se han estudiado varios sistemas con pirimidina, tales como sistemas de anillo pirido[2,3-d]pirimidina, debido a su
implicaciéon en la inhibicién de la actividad enzimatica de la dihidrofolato reductasa (DHFR). La estructura de la
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enzima DHFR de Cryptosporidium hominis y Toxoplasma gondii se describe en un articulo en el Journal of Medicinal
Chemistry (2007) 50: 940-950, que se incorpora en el presente documento por referencia en su totalidad.

Los compuestos divulgados en el presente documento son derivados de pirimidina que funcionan como una nueva
clase de inhibidores de DHFR. Estos compuestos se han sometido a prueba como inhibidores de DHFR de
organismos bacterianos, fungicos y protozoicos tales como B. anthracis, S. aureus, S. pyogenes, C. hominis, C.
albicans, y C. glabrata, y los resultados indican que estos compuestos son potentes y selectivos para la inhibicion de
estos tipos de organismos patégenos y el tratamiento de infeccion bacteriana, fungica y protozoica.

Ademas, se han desarrollado las relaciones de estructura-actividad para una serie de inhibidores de DHFR en base
al modelo de homologia de la enzima de B. anthracis. En resumen, de entre los compuestos mas potentes
sometidos a prueba previamente para DHFR de B. anthracis y B. cereus fue un anillo de 2,4-diaminopirimidina
anillado con un enlazador alquilo unido a un anillo fenilo sustituido. Sin embargo, los compuestos de la presente
invencion son inhibidores mas genéricos y mas potentes. Por ejemplo, parece que el trimetoprim usado clinicamente
(que tiene un enlazador metileno) no coloca el anillo fenilo sustituido lo suficientemente profundo en la cavidad
hidréfoba, lo que puede explicar la disminucién en la potencia.

De forma importante, los compuestos proporcionados en el presente documento son agentes antifungicos y
antibacterianos eficaces in vitro usando cultivos de organismos (B. subtilis, B. cereus, S. aureus, S. pyogenes, C.
albicans, C. glabrata y C. neoformans). Aunque la mayoria de los inhibidores antipatégenos descritos en el presente
documento no son toxicos para las células de mamifero, al menos uno de los inhibidores recientemente
desarrollados presenta toxicidad en células de mamifero y, por lo tanto, es util como agente antineoplasico.

Los inhibidores de DHFR basados en propargilo de las composiciones y procedimientos descritos en el presente
documento son buenos candidatos a farmaco que tienen un peso molecular bajo, por ejemplo, de aproximadamente
500 Dalton o menos, en algunos modos de realizacién de aproximadamente 400 Daltons o menos, y, por lo tanto,
con suficiente capacidad para una funcionalidad afiadida. Las modificaciones de los compuestos proporcionados en
el presente documento son relativamente sencillas de sintetizar, se pueden minimizar los costes, y los compuestos
pueden tener puntos de partida para colecciones especificas para una diversidad creciente. Como inhibidores de B.
anthracis, los compuestos descritos en el presente documento presentan una oportunidad para la disminucién de los
efectos secundarios. Como inhibidores de S. aureus y S. pyogenes, estos compuestos proporcionan una alternativa
urgentemente necesaria con actividad frente a ambos organismos. Como inhibidores antifungicos, los compuestos
descritos en el presente documento inhiben de forma potente y selectiva la DHFR de varias especies fungicas, lo
que presenta la oportunidad de desarrollar un inhibidor de amplio espectro que se puede administrar sin diagnosticar
la infeccion fungica exacta. Como inhibidores antiprotozoicos, los compuestos proporcionados en el presente
documento son de primera clase (tal como para Cryptosporidium) y/o pueden ofrecer una oportunidad para reducir
los efectos secundarios (tal como para Toxoplasma).

Breve descripcion de las diversas vistas de los dibujos
La descripcion detallada se entendera mas plenamente en vista de los dibujos, en los que:

La FIG. 1 muestra la alineacion de secuencias de aminoacidos entre ChDHFR y TgDHFR (cédigos PDB: AAB00163
y XP665866, respectivamente) en la que las flechas representan los aminoacidos en los sitios activos.

La FIG. 2 es un modelo molecular que muestra el metotrexato (MTX) en el sitio activo de ChDHFR.

Las FIGS. 3A y 3B son modelos moleculares que muestran, en la figura 3A, el trimetoprim (TMP) modelado en el
sitio activo de ChDHFR; y en la figura 3B, la 5-[3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-1-in-1-il]pirimidin-2,4-diamina modelada en
el sitio activo de ChDHFR.

Las FIGS. 4A y 4B son modelos moleculares que muestran la (R)-6-metil-5-[3-(3,4,5-trimetoxifenil)but-1-in-1-
ilJpirimidin-2,4-diamina unida a ChDHFR en la figura 4A y unida a TgDHFR en la figura 4B.

Las FIGS. 5A y 5B son modelos moleculares que muestran el anillo biciclico con puente aza ocupando la cavidad
hidréfoba "central" con la posicion apical apuntando hacia "arriba" en la figura 5A y apuntando hacia "abajo" en la
figura 5B.

La FIG. 6 muestra un modelo del sistema de anillo oxabiciclico en el sitio activo de BaDHFR (azul). Ambos
sustituyentes endo y exo del puente de carbono 3 se alojan facilmente en la cavidad "superior”.

La FIG. 7 muestra un modelo del sistema biciclico con puente carbono en el sitio activo de BaDHFR.
Las FIGS. 8A y 8B son modelos moleculares vistos desde la misma vista con ligandos cocristalizados en el sitio

activo (fig. 8A: ChDHFR (verde) y fig. 8B hDHFR (azul) (cédigos PDB: 1SEJ y 1KMV, respectivamente)),
demostrando la diferencia sustancial en la abertura del sitio activo. Los residuos de bucle PEKN estan marcados en
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hDHFR, con Asn64 indicado en la cara interior del bucle.

Las FIGS. 9A-C son modelos moleculares de UCP111A también denominado en el presente documento compuesto
X, (rosa)(9A), UCP111D (amarillo)(9B) y UCP111F (blanco)(9C) acoplado en ChDHFR en su orientacion de
acoplamiento computacionalmente preferente. ChDHFR se muestra como una superficie cartografiada con
lipofilicidad que cambia de lipdfila (rojo) a neutra (verde) a hidréfila (azul).

Las FIGS. 10A-C son modelos moleculares que muestran UCP111A (compuesto X) (rosa), serie UCP111D (amairillo)
y serie UCP111F (UCP111F y UCP111F2Me blanco, UCP111F26Me azul) acoplados en el miembro de conjunto
hDHFR con la abertura mas amplia. La superficie de hDHFR esta coloreada en base a su lipofilicidad, que cambia
de lipofila (rojo) a neutra (verde) a hidrdfila (azul).

Las FIGS. 11A y 11B son modelos moleculares que muestran la estructura de CgDHFR unido a NADPH vy al
compuesto 11. La figura 11A muestra la estructura global de CgDHFR (NADPH vy el ligando cristalizado se muestran
en rojo); y en la figura 11B, se muestra CgDHFR (violeta) superpuesto con CaDHFR (cian). Se indican la insercion
de CgDHFR y el bucle préximo al sitio activo.

Las FIGS. 12A y 12B son modelos que muestran las interacciones del compuesto 11 con CgDHFR (figura 12A),
mostrando la figura 12B una comparacién de CgDHFR (violeta) y hDHFR (salmodn) (solo se muestran los residuos
clave en hDHFR en el sitio activo por motivos de claridad).

La FIG. 13 es una representacion de superficie de CgDHFR en el sitio activo con el compuesto 11 unido. La
superficie esta coloreada usando un gradiente que se extiende de lipdfila (rojo) a neutra (verde) a hidréfila (azul). La
vista es la misma que se muestra en la figura 11A. Los residuos proximos a la posicion 5 del anillo arilo estan
marcados.

Las FIGS. 14A y 14B son representaciones de un compuesto antifolato enlazado a propargilo bifenilico y un modelo
molecular de un complejo de ese compuesto con SaDHFR y NADPH.

Las FIGS. 15A-15C son modelos moleculares que muestran la estructura de DHFR de S. aureus unida a NADPH
(fucsia) y (16A) compuesto 142 (violeta), (16B) compuesto 148 (verde), y (16C) una superposicion de los
compuestos 148 (azul) y 140 (verde).

La FIG. 16 es una estructura cristalina de CgDHFR unida al compuesto 139 y a NADPH.
Descripcion detallada

Se proporcionan compuestos, composiciones que contienen los compuestos, y procedimientos de uso de los
compuestos y composiciones como antibacterianos, antifingicos, antiprotozoicos y antineoplasicos. Los compuestos
descritos en el presente documento incluyen un anillo 2,4-diaminopirimidina con un enlazador propargilo a un anillo
arilo o heteroarilo opcionalmente sustituido. Los compuestos son derivados de pirimidina que funcionan como una
nueva clase de inhibidores de DHFR.

Las composiciones proporcionadas en el presente documento son compuestos de peso molecular bajo, novedosos,
que actuan como inhibidores de DHFR y presentan una potencia buena contra la DHFR de una pluralidad de
especies. Las estructuras de las enzimas guiaran el disefio se compuestos derivados adicionales. Estos compuestos
permiten la incorporaciéon de una funcionalidad adicional para la selectividad sin exceder los limites del peso
molecular.

La DHFR como parte de su mecanismo molecular reduce el dihidrofolato a tetrahidrofolato. Por tanto, la inhibicién de
DHFR priva a la célula de tetrahidrofolato, sin el que la célula no puede producir el 5,10-metilentetrahidrofolato. El
5,10-metilentetrahidrofolato es esencial para el crecimiento celular. La inhibicion de DHFR por los compuestos, y
sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, descritos en el presente documento da como resultado la
inhibicién de la sintesis de ADN y da lugar a la muerte celular. Por tanto, los compuestos proporcionados en el
presente documento son utiles como agentes anticancerosos, o antineoplasicos.

Ademas del mecanismo molecular indicado anteriormente, los compuestos derivados de pirimidina descritos en el
presente documento también funcionan como inhibidores de la timidilato sintasa (TS). La TS, junto con DHFR, forma
parte del sistema responsable de la sintesis de desoxitimidilato (dTMP) a partir de desoxiuridilato (dUMP). La TS
cataliza la Unica sintesis de novo de dTMP a partir de dUMP. La inhibiciéon de TS, por lo tanto, priva a la célula de
timidina, que es un constituyente esencial del ADN. En consecuencia, esta inhibicion quiere decir que los
compuestos descritos en el presente documento son Utiles para dirigirse a cualquiera de varios organismos, tales
como bacterias implicadas en infecciones bacterianas, hongos y protozoos. Ademas, esta inhibicion también
proporciona un mecanismo molecular alternativo para actuar selectivamente sobre varios canceres.

Un modo de realizacion de las composiciones y procedimientos descritos en el presente documento se refiere a
compuestos de férmula |, en la que la formula | es
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\ Y

R4RsN N R Formula |

en la que R se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo C1.5, alcoxi C1.3 e hidroxi;

en la que Ry, Rz, R3 y R4 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, y
alquilo C4.s, cicloalquilo (por ejemplo, ciclohexilo), alcoxialquilo (por ejemplo, --C3HsOC2Hs), alcoxialcoxialquilo (por
ejemplo, --C2H4sOC,H40C;Hs), arilalquilo (por ejemplo, fenilmetilo o 2-piridilmetilo), alquilcarbonilo, [por ejemplo, --
(C=0)CHas, --(C=0)CH(CHz)2, --(C=0)C11H23], cicloalquilcarbonilo (por ejemplo, ciclohexilcarbonilo), alcoxicarbonilo
[por ejemplo, --(C=0)OC:Hs], alcoxialquilcarbonilo [por ejemplo, - -(C=0)C,H4OC;Hs], alcoxialcoxialquilcarbonilo [por
ejemplo,-(C=0)C;H40C,;H4sOC,Hs], arilcarbonilo (por ejemplo, benzoilo), piridinilcarbonilo (por ejemplo, 3-
piridinilcarbonilo), ariloxialquilo [por ejemplo, --C(=0)CH2OCsHs], haloalquilcarbonilo [por ejemplo,-C(=0)(CHz)2F], y
cianoalquilcarbonilo [por ejemplo, --C(=0)(CH2)sCN]J;

en la que A y B se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, alquilo Ci.s,
halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo
inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior,
alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y
ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos
opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que
"inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir alquilo C4 a Ce;

en la que, Ay B junto con el carbono al que estan conectados pueden formar un anillo de desde 3 a 7 miembros en
el que los miembros de anillo se seleccionan del grupo que consiste en alquileno, alquenileno y alquinileno, en la
que cualquiera de los grupos alquileno, alquenileno y alquinileno puede estar interrumpido opcionalmente por uno o
mas heteroatomos del grupo que consiste en O, N, S y Se. En una variaciéon de este modo de realizacion, el
alquileno o alquenileno puede estar sustituido opcionalmente con uno o mas de alquilo Ci.5, halégeno, hidroxi,
haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano,
nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior,
alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que
los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con
halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado
conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir alquilo Cq a Cg;

enlaqueV, W, X, Yy Z se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo
C1.s, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi,
alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior,
alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi,
fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos
mismos estar independiente sustituidos opcionalmente una o mas veces con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo
inferior, alcoxi inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos
anteriores es C1 a Ce.

En un modo de realizacién, al menos uno de V, W, X, Y y Z es un grupo alcoxi. En una variaciéon de este modo de
realizacion, al menos uno de V, W, X, Y y Z es un grupo metoxi. En otra variacion de este modo de realizacion, al
menos uno de W, X e Y es un grupo metoxi.

En un modo de realizacion alternativo, al menos dos de V, W, X, Y y Z son grupos alcoxi. En una variacion de este
modo de realizacion, al menos uno de V, W, X, Y y Z es un grupo metoxi. En otra variacién de este modo de
realizacién, al menos uno de W, X e Y es un grupo metoxi.

En otro modo de realizacion, al menos tres de V, W, X, Y y Z estan sustituidos con un sustituyente distinto de
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hidrégeno y al menos uno de V, W, X, Y y Z es un grupo alcoxi. En una variacion de este modo de realizacion, el
grupo alcoxi es un grupo metoxi.

En otro modo de realizacion, al menos uno de V, W, X, Y y Z no es hidrogeno o haldgeno. En una variacion de este
modo de realizacién, al menos uno de V, W, X, Y y Z no es hidrégeno, fluoro o cloro.

En un modo de realizacién, al menos uno de A y B no es alquilo Cy5 y al menos uno de V, W, X, Yy Z no es
hidrégeno o haldégeno. En una variacion de este modo de realizaciéon, al menos uno de V, W, X, Y y Z no es
hidrégeno, fluoro o cloro. En una variacion de este modo de realizacion, ninguno de V, W, X, Y y Z es fluoro o cloro.

En un modo de realizacion, al menos uno de V, W, X, Y y Z no es un hidrégeno, fluoro, cloro, trifluorometilo,
metilsulfonilo, o un sustituyente 4-clorofeniloxi. En una variacién de este modo de realizacion, al menos uno de V, W,
X, Y y Z no es un hidrégeno, fluoro, cloro, trifluorometilo, metilsulfonilo, o un sustituyente 4-clorofeniloxi o es un
sustituyente que contiene un carbonilo.

En un modo de realizacion, A y/o B es un hidrégeno, grupo metilo o etilo.

En un modo de realizacion alternativo, los compuestos de las composiciones y procedimientos descritos en el
presente documento estan englobados por la férmula IA

R4RsN N Férmula IA

en la que R, Ry, Rz, Rs, R4, y Ay B se definen como anteriormente cuando son sustituyentes en la formula |;

en la que E puede ser un grupo fenilo, que esta sustituido con V, W, X, Y y Z como en la formula I; de forma
alternativa, E puede ser un sustituyente azabiciclo, oxabiciclo o con puente carbono como se muestra en las
férmulas IlIA, 1B y IlIC, respectivamente.

Formula 1A Formula 111B Formula 1IIC

enlaqueaes102;

en la que el enlazador propargilo como se muestra en la férmula IA esta unido al carbono de cabeza de puente en
cada una de las férmulas IlIA, 1B y IIIC;

en la que R4, Ri2, R13, R14, R1s5 y R se seleccionan del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C.3, --C(O)-alquilo
Ci3, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi,
alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior,
alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi,
fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos
mismos estar independientemente sustituidos opcionalmente una o mas veces con halégeno, haloalquilo inferior,
alquilo inferior, alcoxi inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los
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grupos anteriores quiere decir C4 a Cs;

en la que L es un grupo alquileno C1-2 0 alquenileno C+-2 opcionalmente e independientemente sustituido con de uno
a cuatro sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C1.3, --C(O)-alquilo C1.3, halégeno,
hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior,
ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio
inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi,
en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar independientemente
sustituidos opcionalmente una o mas veces con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior, o
alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir
C1 a Cs; y en la que la linea discontinua en las formulas anteriores IlIA, llIB y IlIC representa un enlace sencillo o
doble.

En un modo de realizacién alternativo, los compuestos de las composiciones y procedimientos descritos en el
presente documento estan englobados por los compuestos de férmula Il:

A B
NR1R; / G
NF |
R4R3NJ\N R

Férmula Il

en la que R, R1, Rz, Rs, R4, y A y B se definen como anteriormente cuando son sustituyentes en la formula I;

en la que G se selecciona del grupo que consiste en férmula IVA, férmula IVB, formula IVC, férmula IVD, férmula IVE
y formula IVF;

OCHs,
Roy
/ RZO
22
Férmula IVB
Férmula IVA
OCHs OCHa,
R
Roq N Ro7
/ Ros R
R 28
R23 24
Férmula IVC Férmula IVD
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OCHs

Rog
Raq F

OCHs
Férmula IVE Formula IVF

en la que Rao, R23, R4 y Rag se selecciona del grupo que consiste en CH, CH,, O, N y NH de modo que la valencia
para cada uno de estos sustituyentes es neutra (es decir, estos sustituyentes no estan cargados ni positivamente ni
negativamente);

en la que Rz1, Ra22, Ros, Ra7, Ros, Rao y Rst se seleccionan del grupo que consiste en hidrégeno, Cq.salquilo, halégeno,
hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior,
ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio
inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi,
en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos
opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que
"inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir alquilo C+ a Ce.

En un modo de realizacion alternativo, los compuestos de las composiciones y procedimientos descritos en el
presente documento estan englobados por los compuestos de férmula V

A \Y

NR{R, W

F

N
| J M
=
RsR4N N R L

Férmula V

en la que R, Ry, Ry, Rs, Rs, A, B, V y W se definen como anteriormente para la férmula |; y en la que dos de J,Ly M
se seleccionan de hidrégeno, alquilo C1 a Cs, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior,
alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior,
alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo
inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y
ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior,
alcoxi inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos
anteriores quiere decir alquilo C4 a Cs, y €l otro de J, L y M es un sustituyente heterociclico en la que al menos un
heteroatomo es N, y en la que el propio sustituyente heterociclico puede estar opcionalmente sustituido una o mas
veces con alquilo C; a Cs, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo
inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino
inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior,
dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi
pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi
inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores
quiere decir alquilo C4 a Ce.
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En algunos modos de realizacion, dos de J, L, y M, se seleccionan de hidrégeno, alquilo C4 a Cs, halégeno, hidroxi,
haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano,
nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior,
alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que
los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con
halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado
conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir alquilo C; a Cg, y el otro de J, L, y M es un
sustituyente seleccionado del grupo que consiste en piperidina, perhidropirimidina, morfolina, piridina, pirimidina,
indol, isoindol, quinolina, isoquinolina, oxazol, tiazol e imidazol, en la que la piperidina, perhidropirimidina, morfolina,
piridina, pirimidina, indol, isoindol, quinolina, isoquinolina, oxazol, tiazol, o imidazol por si mismo puede estar
opcionalmente sustituido una o mas veces con alquilo C4 a Cs, haldgeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior,
haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo
inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo,
alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi,
arilalcoxi o ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior,
alquilo inferior, alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los
grupos anteriores quiere decir alquilo C4 a Ce.

En algunos modos de realizacién, dos de J, L, y M se seleccionan de hidrégeno, alquilo C1 a Cs, halégeno, hidroxi,
haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano,
nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior,
alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que
los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con
halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado
conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir alquilo C1 a Cs alquilo, y el otro de J, L, y M se
selecciona del grupo que consiste en férmula VIA y formula VIB

|
/\ Rss
Rﬁz X T36
B _F Ras
R34 Rsg R37 Ra4o
Férmula VIA Férmula VIB

en la que al menos uno de Ra2, Ras, R34, R3s y Rss es N y cualquiera de Rs, Rss, Ras, Ras y Ras que no sea N es CR;,
en la que para cada uno de Rsp, Rss, Ras, R3s ¥ R3s que no sea N, Ry esta independientemente seleccionado de
hidrégeno, alquilo C4 a Cs, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo
inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino
inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior,
dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi
pueden ellos mismos estar independientemente sustituidos opcionalmente una o mas veces con haldgeno,
haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente
con cualquiera de los grupos anteriores es Cq a Cg;

en la que R37 es O, NH o NCHg;

en la que Rsg es N o CH, y cuando Rss es CH, Rs7 es NH o NCHjs; en la que Rag y R4o independientemente son
hidrégeno o CHs.

En otro modo de realizacion, cualquiera de cualquiera de Rsz, Ras, Ras, R3s y Ras que no sea N es CH.

En otro modo de realizacion, R es CHz o CH2CHs3; R+, Rz, Ra y R4 son hidrogeno; uno de A y B es hidrégeno y el otro
de Ay B es CHs; y Vy W son cada uno independientemente hidrogeno o alcoxi C a Cs.

En otro modo de realizacion, uno de V y W es metoxi y el otro es hidrégeno. En una variacion de este modo de
realizacion, V es metoxi y W es hidrégeno.

En otro modo de realizacion, al menos dos de Rsz, Rss, Ras, Rss, y Ras son N y los otros son CH.
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En otro modo de realizacion, Rs7 es O y Rag ¥y R4o son iguales y son hidrégeno o CHs.
En otro modo de realizacion, Rs7 es NH o NCH3 y Rag y Rag son hidrégeno.

En otros modos de realizacion, dos de J, L, y M se seleccionan de hidrégeno, alquilo C4 a Cs, halégeno, hidroxi,
haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano,
nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior,
alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que
los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con
halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado
conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir alquilo C1 a Cg, y €l otro de J, L, y M se
selecciona del grupo que consiste en férmula VIC, formula VID y formula VIE

/R43
m N B
Ras
= R42 / /
% R%
Férmula VIC Férmula VID Férmula VIE

en la que uno de R41 y R4z es N y el otro es CH; en la que R4z es H o alquilo C+-Cs; en la que uno de Rus, Ras y Ras
es N, un segundo de Ru4s4, Ras ¥ Ras €s O, S, NH, o N(alquilo C4 a Cs), y el tercero de Rus, Ras y Ras €s CH; y en la
que cualquier carbono de metino en el grupo heterociclico puede servir como punto de union del grupo heterociclico
al compuesto de féormula V.

Un esquema de reaccion general para generar los compuestos de formula | se muestra a continuacion en el
esquema l.
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V Y,
B
Br W Mg MgBr Woms—=—""
v X z X
Y Y
V V
w  AgBF, W
Z Z
™S z X MeOH H Z X
Y Y

NR4R,
| NR;R5 W
R4R3N)\N/ R =
N~ ™~
e P S
R,R.N" N7 R Y
Pd(PPhs),Cl, 473
Esquema |

En el esquema |, se debe reconocer que puede ser necesario usar grupos protectores dependiendo de los
sustituyentes que estan representados por V, W, X, Y y Z. Ademas, se debe reconocer que se puede afadir A y/o B
al esquema anterior | (como se muestra en la férmula 1) para colocar un sustituyente en la funcionalidad metileno
adyacente al triple enlace carbono-carbono.

Otro esquema de reaccion posible que se puede usar para generar los compuestos de la formula | se muestra a
continuacioén en el esquema Il.
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a) LAH, Et,0

b) peryodinano de Dess-Martin, DCM

¢) (1-diazo-2-oxopropil)fosfonato de dimetilo,K,CO3;, MeOH
d) derivado pirimidinilo, Pd(PPh3), Cl,, Cul, Et;N, DMF

Esquema Il

Se debe entender que puede ser necesario usar grupos protectores y desprotectores apropiados dependiendo de
los diversos sustituyentes representados por A, B, V, W, X, Y y Z en el esquema Il. Asimismo, se debe reconocer
que puede ser necesario usar grupos protectores y desprotectores apropiados dependiendo de los diversos
sustituyentes que pueden estar presentes en los nitrégenos en la posicion 2 y 4 del derivado pirimidinilo que estan
representados por R1, Rz, Rs y Rs. También se debe reconocer que el carbono que contiene los sustituyentes Ay B
en el esquema anterior puede ser quiral (y puede estar presente un enantidmero en gran exceso sobre el otro
isdbmero). En consecuencia, en el esquema Il, se mantendra cualquier exceso enantiomérico cuando se sigue el
esquema Il para generar el compuesto de pirimidinilo-propargilo-arilo (tal como se muestra en la férmula 1). De forma
alternativa, los sustituyentes A y B se pueden incorporar durante el procedimiento sintético. Por ejemplo, en el
esquema ll, los sustituyentes A y B se pueden afiadir después de que se lleven a cabo las etapas a) y b) pero antes
de que se lleve a cabo la etapa c).

Algunos de los compuestos se pueden preparar por los procedimientos que se muestran en la referencia Pelphrey et
al. (J. Med. Chem., 2007, 50, pp. 940-950), que se incorpora en el presente documento por referencia en su totalidad
para todos los fines.

Ademas, se debe reconocer que los esquemas de reaccion anteriores | y Il se pueden modificar facilmente para
preparar cualquiera de los compuestos de formula IA; por ejemplo, los compuestos en los que E en la formula 1A es
cualquiera de las férmulas IlIA, 11IB o IlIC.

Se cree que se pueden lograr niveles de potencia aun mayores aprovechando las regiones de espacio que aun

estan por explorar por los compuestos que se han preparado en este momento. El analisis de inhibidores
representativos unidos a BaDHFR ha sugerido cinco tipologias de colecciones distintas que pueden dar lugar a un
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incremento en la potencia frente a la enzima bacteriana. Estas cinco colecciones se pueden agrupar en lineas
generales en dos superfamilias principales, dos que proyectan un anillo aromatico plano en la cavidad hidréfoba
central y tres que presentan una estructura biciclica con puente no aromatica en la misma regién general. Véanse
los compuestos enumerados a continuacion.

OMe

NH, P

Z

N
A
P i
HoN™ °N Aryl
Coleccién monoarilo Colecci6n biarilo Colecci6n azabiciclo Coleccion oxabiciclo Colecciéon puente de carbono

Las familias anteriores muestran la topologia general de las colecciones de inhibidores de DHFR. En las
representaciones anteriores de los componentes de colecciones, arilo representa un grupo diverso de aromaticos
benzenoides o no benzenoides y Gp representa una coleccion diversa de sustituyentes afiadidos sobre una region
de nucleo conservada.

Coleccioén puente aza

En un modo de realizacion, la estructura se basa en un nucleo de azabiciclo[2.2.1]heptano. El acoplamiento del
analogo con puente aza original al sitio activo de BaDHFR sugiere que la funcionalidad que se proyecta desde la
posicion apical se adapta bien para ocupar la cavidad "superior" o "inferior" dependiendo de qué estado rotamero
esté unido a la enzima (véase la fig. 5). En cualquier caso, una vez que esta funcionalidad se coloca en una cavidad,
la cavidad opuesta es directamente accesible desde la funcionalidad que se proyecta desde los sustituyentes endo
del sistema biciclico. Se han explorado varios rotameros diferentes y se ha descubierto que manteniendo uno de los
dos puentes de carbono no sustituido para evitar conflictos estéricos con lle 51 genera un buen ajuste. El disefio con
puente aza de primera generacion se originara a partir de dos estructuras isémeras, conteniendo cada una dos
puntos de diversidad, el nitrégeno de puente y un grupo hidroxi endo que es proximal o bien distal al enlazador
propargilo.

Un enfoque de Diels-Alder a la estructura azabiciclo[2.2.1]heptano (véase la formula I1IA) puede afrontar el problema
de competicién de la sustitucion electrofila o la reactividad generalmente baja debido a una estabilizacion de
resonancia apreciable del nucleo pirrol. Sin embargo, se ha demostrado que los diendfilos acetilénicos tales como
dicarboxilato de dimetilacetileno y tosilacetileno se afiaden eficazmente a pirroles tanto no sustituidos como 2,5-
disustituidos. Los pirroles monosustituidos pueden tener problemas de regiocontrol. Estas estructuras pueden tener
utilidad mas alla de la de la presente solicitud ya que existen pocas vias de preparacion para esta clase de
compuestos a pesar del interés general en sistemas de anillos condensados. (véase el esquema 5).

H
BOC N,BOC N
1) MOMCI. EtN )} 1) Ohira-Bestmann
_ J)ora-westmant
N Boc = WHa PdC m-- Z;HF—d3_> {  2CRCOH.HO L
| Na H -piridina
calor (Ho) OH 3) Dess-Martin [O] OMOM a2\
/ 31ab
oTBS TBs0 28 1BSO 850 30ab 4

Esquema 5. Via de Diels-Alder para estructuras con puente

El pirrol-2-etanol protegido 27 se ha preparado previamente para estudios no relacionados. Se espera que la
cicloadicion de Diels-Alder con tosilacetileno proporcione el regioisomero 28 basandose en consideraciones
electrénicas sencillas. Siguiendo un precedente bien conocido para el sistema original, la olefina no sustituida y el
resto tosilo se reducen secuencialmente para dar el alqueno 29. El intermedio comin 29 se procesara a los
alcoholes regioisémeros 30a y 30b como se indica a continuacion. Los ajustes para el grupo protector y la oxidacion
a los aldehidos 31a y 31b se seguiran por la homologacion y una desproteccion global para dar las estructuras
comunes 32ay 32b. En el sistema azabiciclico original relacionado con 29 sin sustitucion de cabeza de puente, se
sabe que la adicién a la olefina (epoxidacion, dihidroxilacién) tiene lugar exclusivamente desde el lado exo. Sin
embargo, la presencia de la sustitucion en la cabeza de puente puede proporcionar una impedancia estérica
adicional alrededor de la olefina y cambiar la selectividad a un ataque en modo endo. Las vias alternativas del
intermedio 29 basadas en el control facial intrinseco se muestran en el esquema 6.
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Preferencia exo

|
!
.BOG .BOG .BOG |
|
o i CF3COzH O selectride oH_NTEO 1) Tf,0
// 9-BBN L-selectride H L, KNO
despué OH i 2 OH
i 1&0 6
s :
TBSO 29 TBSO 33 TBSO 30b  1TBSO TBSO TBSO 35 TBSO 30b
'
Preferencia endo '
i
.BOC .BOC .BOGC ! \-BOC NBOC 1) 1) NaBH,_
CF3C0OzH selectride ! (OAC)g OH iy 2) TF,0
i 3)KNO,
: ‘ 18-C-6
0] OH HgOAc
1880 & TB80 36 1880 % irgso TBSO a7 TBSO 38 TBSO 30b

Esquema 6. Elaboracion del intermedio con puente aza comun

Si se prefiere el ataque con orientacion exo en la olefina, el etanol de la cadena lateral debe servir como elemento
de control de modo que los grupos voluminosos se afiaden al carbono distal de la olefina. En consecuencia, se
espera que la hidroboracion seguida de oxidacion del organoborano intermedio suministre 33, que se puede reducir
facilmente al alcohol 30b. Asimismo, la epoxidacién debe dar 34 donde se debe producir una abertura reductora con
un dador de hidruro voluminoso extremo menos impedido para dar 35. Se sabe que en un compuesto altamente
relacionado, el grupo hidroxilo exo se puede invertir facilmente al alcohol endo a través del triflato derivado. Un
protocolo similar dara 30b.

Si domina el modo endo alternativo, entonces la epoxidacion debe dar 36 donde la abertura reductora del epéxido
estaria controlada por el grupo de cabeza de puente para dar 30a. El otro isdmero estaria disponible usando
elementos de control similares. La mercuracion en el lado endo estaria seguida por el ataque de agua en el lado
menos impedido del ion mercurinio 37 para dar 38. La reducciéon del organomercurico resultante y la inversion a
través del triflato daria el isémero alternativo 30b.

El enfoque sintético a las tres estructuras biciclicas divulgadas en la presente solicitud hace uso de quimica de
cicloadicion clave para ensamblar los compuestos con puentes. Aunque existe un precedente excelente del uso
amplio de furanos y ciclohexadienos en procedimientos de cicloadicion similares, las reacciones de cicloadicion que
usan pirroles son bien conocidas por ser un procedimiento mas sensible. Para garantizar que se obtiene un acceso a
todas las estructuras de partida, se puede preparar una via alternativa a los compuestos con puentes aza clave a
partir de intermedios conocidos a través de vias distintas a la cicloadicion (véase el esquema 7).

BOC-,, BOC-, BOC~, H
djo ., 1)TBSCL imid. djo - 3) MeOCH=PPhs_ ﬁ . 5) (EtOE(nggglo(Nz)Ac ﬁ
tBUCO, 2) Dibal-H OHC 4) HCI, Hx0 OHC 6) CF.COH = e
3 2
39 41 43 45
BOC~, BOC~, BOC~, H
1) TBSCI, imid. 3) MeOCH=PPhs 5 ‘E‘OEFSS’C‘NZ’AC
—_— T 2 3
2) Dibal-H 4) HCI, H,0
MeOC  on OHC  oraes ORG OTBS 6) CFsCOzH = OH
40 42 44 46

Esquema 7. Via alternativa a estructuras con puentes aza

Los alcoholes endo 39 y 40 son conocidos y ambos se pueden preparar a través de secuencias cortas y de forma
tanto racémica como enantidmera pura. Se pueden usar compuestos racémicos para preparar los compuestos
especificos como enantidmeros individuales. La proteccion inicial del grupo hidroxilo libre como un éter sililico se
seguira de la semirreduccion del éster de cabeza de puente a los correspondientes aldehidos 41 y 42. La clave para
la preparacion de las estructuras es la capacidad para homologar el aldehido. A continuacién, se realizara una
extension de la cadena empleando el reactivo de Wittig de metoxi bien conocido que generara los aldehidos 43 y 44
tras una hidrolisis acida sencilla. Una vez que esta disponible el aldehido, se seguira una segunda homologacion
para el acetileno terminal usando el protocolo de Ohira-Bestmann y una desproteccion simultanea final de los grupos
BOC y TBS en condiciones acidas dara las dos estructuras clave 45 y 46 para la construccién de la coleccion.

Aunque la preparacion de estas estructuras con puentes requiere varias etapas, la diversidad no se introduce hasta
el final mismo de la sintesis, lo que significa que se necesitan realizar en paralelo muy pocas transformaciones o
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purificaciones. Sintesis en paralelo de la coleccién quiere decir que los compuestos de la coleccién se pueden
generar en tres etapas a partir de las estructuras (véase el esquema 8).

H

N

37 triazina unida a
= OH polimero

45 or 46 47 48 )I\ = 49

Esquema 8. Elaboracion de estructuras azabiciclicas para dar las colecciones de inhibidores

Las estructuras 45 y 46 contienen ambas dos sitios de diversificacion. Se espera que el nitrdgeno del puente
reaccione mucho mas rapido que el alcohol endo de modo de se lleve a cabo en paralelo una acilacién inicial
usando un reactivo de acoplamiento en fase solida para dar las amidas 47. Se puede lograr una segunda
diversificacion en el alcohol tal como una alquilacion directa para formar un conjunto diverso de éteres, ésteres u
otros compuestos que contienen oxigeno 48. La fase final de la construccion de la coleccion implicara el
acoplamiento de Sonagashira estandar con la yodopirimidina para dar la coleccion final 49.

Coleccién con puente oxo

Otra estructura atractiva se basa en el esqueleto de oxabiciclo[3.2.1]octano (véase la formula IlIB). Esta estructura
parece solo ligeramente diferente del sistema azabiciclico previamente descrito. Sin embargo, el cambio en el
tamano de los puentes parece que altera el modo de unién de la estructura biciclica. El puente de carbono 3 mas
largo y mas flexible, con sustituciones variables forma contactos de van der Waals buenos con residuos en la
cavidad "superior" (véase la figura 5). El puente de dos carbonos cuando estd no sustituido y en el estado de
oxidacion de alqueno proporciona compuestos que se acoplan bien ya que limitan las interacciones estéricas
potenciales con lle 51.

Existe una variedad de procedimientos para la preparacion de estos tipos de sistemas de anillo. Se ha demostrado
que los furanos no sustituidos, 2-monosustituidos y 2,5-disustituidos sufren una reaccién de ciclocondensacion con
terabromociclopropeno (TBCP) para dar un nucleo oxabiciclo[3.2.1]octadieno altamente funcionalizado. El alto grado
de funcionalidad alrededor de este sistema compacto permite la introduccion sencilla y estereoselectiva de grupos
sobre el puente de tres carbonos. También se han desarrollado metodologias para preparar versiones enantiopuras
de estos tipos de derivados. Para estas estructuras, se puede emplear la reaccién de TBCP con un 3-furiletanol
protegido, un compuesto que se ha preparado previamente (véase el esquema 9).

Brj><Br (o) Br

= Br Br 7 N AgNO4 _BugSnH

= 0O Br H,O Br  AIBN
Br" 'Br

TBSO TBSO TBSO TBSO
51 52

OTBS -
(+ regioisbmero)

Esquema 9. Sintesis de oxabiciclicos a partir de cicloadicién de TBCP/furano

La ciclocondensacion de TBCP y 51 dara dos tetrabromuros regioisémeros 52 que se convertiran en un intermedio
dibromoenona a través de una hidrélisis mediada por plata. Previamente, se ha demostrado que el ataque de un
nucledfilo pequefio como agua en un supuesto intermedio catidnico alilico da una mezcla (~2:1 cuando el metilo es
una cabeza de puente, ~5:1 cuando esta un fenilo en la cabeza de puente) de las cetonas regioisémeras que se
puede separar tipicamente por cromatografia sencilla. Se espera que ambas cetonas 53 y 54 se puedan preparar a
escala. También se sabe que el derivado original se puede obtener facilmente por desbrominacién de radicales en
condiciones estandar. La dibromoenona da bastantes opciones para una derivatizacion en paralelo. Por ejemplo, se
pueden generar las enonas 55 y 56. La conversion de estos dos intermedios regioisémeros a las estructuras de
partida clave se seguira por analogia a los sistemas con puente aza (véase el esquema 10).
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EtMgBr
1) HF -piridi 1eq
55y 56 w despues ™S ™S

2) Dess-Martin [O] TMSCI
3) Ohira-Bestmann

Esquema 10. Elaboracién de intermedios con puentes 0oX0

La retirada del grupo sililo, oxidacién y formacion de alquino da lugar a los acetilenos 57 y 58 (véase el esquema 10).
En esta serie, se pueden emplear organocupratos para permitir una etapa de diversificacion. Si el acetileno acido
terminal no es compatible con los reactivos usados en la(s) etapa(s) previa(s), se puede anadir TMS para proteger
este hidrogeno acido. De forma alternativa, si el alquino no protegido no necesita proteccion, entonces se eliminara
la incorporacion de TMS. El modelado de estos compuestos en el sitio activo de BaDHFR mostré que el puente de
tres carbonos es altamente flexible y que ambos sustituyentes endo y exo probablemente proporcionen contactos
con la enzima. Se pueden explorar ambos isémeros (véase el esquema 11).

B oy
o) N..
? v "
| J’(
NH
7 4 Yoo 1)KoCOs, NH
2% TMS— = B MeoH Pz
TMS—= e} A-NH N
O Ry Culi AR NH, P
2 61 O,
59 4 Q NaCNBH, )\/(I HNT NT 65
s ﬁ oy
o)
q
_ NS TMS—== NH-B’ Pd(PPh320I2
TMS—= . N 4
62
60 M

Esquema 11. Diversificacion de estructuras con puente oxo

La adicién de un reactivo cuprato a la posicién B de la enona se controlara por el entorno estérico local de modo que
la adicion a 59 esté favorecida en el lado exo generalmente mas accesible mientras que en 60, la adicion esta
guiada por la interferencia del sustituyente de cabeza de puente de modo que se pueda observar un modo endo.
Una segunda etapa de diversificacion en paralelo a través de la aminacion reductora de la cetona se controla por los
mismos factores para dar los intermedios 63 y 64 en los que la diversidad se situa en lados opuestos del puente de
tres carbonos. La conversion final a los analogos se puede lograr por desbloqueo del acetileno seguido del
acoplamiento de Sonagashira estandar para suministrar la serie principal ejemplificada por 65 y 66.

Coleccién con puente de carbono

En un modo de realizacion, se puede generar el biciclo[2.2.2]octano. Este sistema biciclico relativamente rigido y
compacto posee un grado de simetria interna mayor que las estructuras biciclicas previas. Los estudios de modelado
sugieren que un puente puede permanecer no sustituido, mientras que los otros dos puentes pueden estar
sustituidos con patrones variables (fig. 7).

Se pueden preparar tres estructuras relacionadas a partir de un derivado ceto comun que esté disponible por la
modificacion leve de vias conocidas (véase el esquema 12).

442 i :
LLC I : :
J i 3 etapas ‘ 3 etapas
O\ 1802 : — : —_—
& 0 o J i |
1) nBuLi después | IS '. Ss,
cloropinacol borano 7 i 0 0 HO i ™S O o HO
: i (racémica) | (quiral)
2) mCPBA 0 | :
! 70 71 ) 72 73
HO 69 L

Esquema 12 SlnteS|s de estructuras de nucleo de

El sulfato de vinilo en 67 puede funcionar como un equivalente de ceteno en una reaccién Diels-Alder intramolecular.
La cicloadicion térmica da 68 que se puede convertir en la cetona 69 a través de una secuencia de
boracién/oxidacion en dos etapas. La cetona biciclica racémica 71 se puede preparar a través de una via analoga a
partir de 70, disponible por sulfonacién del ciclohexadieno etanol. También puede resultar posible extender esta
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preparacion racémica a una via enantiomera usando un grupo TMS en 72 para imitar el diastereocontrol ejercido por
el grupo metilo relacionado en 67. La preparacion del alcohol a-sililico enantiopuro se puede lograr por reduccion de
CBS del correspondiente acilsilano. Con una via para el bloque basico racémico y posiblemente quiral 71, se podran
preparar tres estructuras complementarias a partir de este intermedio comun (véase el esquema 13).

9 o]
Et0-P
7 , EC . Lselectrid 2 eq. TBSCI S OTBS
Dess-Martin 77 N, (1e9) i/ —selectnide ectide /L OH T’ despues
0 5 K,COq O pCC
HO" 74

HO" 78 HO TBSO" g9 TBSO gy

1
1
1
1
:
|
]
1
:
|
i
| o : wHok
: E0-P
J L-selectride / OH | desprotect OTBS Eo , (1eq) otes HF- pyr OH
> ' —»
0 1 Dess-Martin K,CO
| 7 82 = 84
\ 7 A ; o \
)

Esquema 13. Sintesis de estructuras con puente de carbono

La oxidacion de 74 dara el cetoaldehido 75 que se puede convertir en 76 por reaccion del aldehido mas reactivo con
el reactivo de Ohira-Bestmann para dar la estructura 76. Se sabe que la reduccién de las cetonas biciclicas tales
como 76 se produce con altos niveles de diastereoselectividad ya que el agente reductor se aproxima desde el lado
menos impedido con el puente olefinico. En consecuencia, la segunda estructura 77 se debe formar tras la
reduccion con una fuente de hidruro voluminosa. De forma alternativa, la reducciéon directa de 78 debe dar diol 79
con un estereocontrol similar que se convertira en el sistema protegido en bis 80. Una secuencia de
hidroboracion/oxidacion regioselectiva controlada por el grupo etanol de cabeza de puente debe dar la cetona 81. La
estructura 84 se generara a través de una secuencia analoga como 76. Estas tres estructuras clave permitiran la
generacion de pequefias colecciones focalizadas de nuevos inhibidores usando procedimientos de diversificacion
mas breves (véase el esquema 14).

NH =
7 1) R-NHNH,,
N7 Z
\ ° H N)l\N/ /%f
N\ 7e NH, -
[
N7
)|\ P 88
) R'COCI NN
—»
Pd(pohmero)
NH2 & Esquema 14. Estrategia de
— NN NI X diversificacion para hidroxil-
.24 N s
OH 1) R-NHNH, O\ﬂ/ﬁ HZN)\N/ % o cetonas
2) RCOCI 5 O’<,_,
\\ 87

La diversificacion de estas estructuras se puede lograr usando la ortogonalidad de los grupos hidroxilo y ceto. La
diversificacion del grupo ceto se producira por condensacion con diversas hidrazinas, sulfonilhidrazinas y
acilhidrazinas usando una captura de resina para retirar el exceso de reactivos. Se usaran procedimientos de
acilaciéon estandar para elaborar la funcionalidad alcohol. La unién final a la diaminopirimidina completa la via para
familias analogas 88-90.
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El esquema 15 muestra la via asimétrica para los inhibidores de bifenilo basados en piridina.

Esquema 15: Sintesis de inhibidores de bifenilo basados en piridina. (a) Pd(PPhs).Cl,, Cs;COs, acido 4-
piridinborénico, dioxano, 80 °C, 89 %; (b)PhsP=CHOMe, THF; (c) Hg(OAc),, KI, THF/H20, 85 % durante dos etapas;
(d) (1-diazo-2-oxopropil)fosfonato de dimetilo, K2CO3, MeOH, 81 %; (e) Pd(PPh3).Cly, Cul, EtsN, DMF, 79-85 %

El derivado acetofenona 91, preparado facilmente a partir de 3,5-dibromoanisol comercial se acoplé se forma
cruzada con acido piridin-4-boroénico para dar 92. La homologacion del grupo acetilo se logré por tratamiento inicial
con cloruro de metoximetilfosfonio para dar el éter endlico que se llevd sobre el aldehido en condiciones hidroliticas
leves (Hg(OAc)-/KIl) que se demostré superior a las condiciones préticas usadas en la serie de bifenilo original. Fue
decisivo excluir de manera estricta el aire de la reaccién ya que el aldehido 93 es algo inestable y tras la exposicion
al oxigeno atmosférico se vuelve a degradar a 92, muy probablemente por un procedimiento que implica la
enolizacion de la posicion bencilica seguido de la reaccion con oxidacion y escision. El tratamiento del aldehido 93
con el reactivo de Ohira-Bestmann produjo directamente el alquino 94 que se llevd sobre un acoplamiento de
Sonagashira con las yodopirimidinas 95a/b para producir los inhibidores deseados 96 y 97 con un rendimiento global
bueno (esquema 15).

Se pudo usar una modificaciéon de esta via que implica la aminacién de los bromuros de arilo para introducir
heterociclos saturados sobre el anillo aromatico central (esquema 16). Se afadieron tres heterociclos saturados
diferentes 98-100 sobre el anillo aromatico central a través de acoplamiento de Buchwald con la bromoacetofenona
91 para dar los derivados morfolina y piperazina 101-103 con un buen rendimiento. La homologacién del grupo
acetilo avanza como se describe previamente para suministrar finalmente los acetilenos terminales 107-109. Se
prepar6é una unidad de N-metilpiperazina adicional 110 a partir de 109 a través de desproteccion y aminacion
reductora con formaldehido. El acoplamiento de Sonagashira final de los cuatro alquinos con las correspondientes
yodopirimidinas 95a/b dio los inhibidores de morfolina 111-114 y el analogo de N-metilpiperazina 116. Se prepard
una variante de piperazina no sustituida 117 por escision del grupo protector BOC. Con un pequefio panel de
analogos heterociclicos, se pudieron evaluar los efectos de la sustitucion sobre propiedades fisicas y biolégicas
clave.

El esquema 16 muestra una via sintética para inhibidores de bifenilo basados en morfolina y piperazina.

R
2 Rz RZ
i S g 9
Br N Y
Rs N
2 . b-c _ oHe N\)‘R3 _4 ., z \)\Rs
98, 99 or 100
OMe OMe
OMe 104-106 OMe
91 101, Ry=R3=H; Y=0, 92% 107, Rp=Rg=H; Y=0
102, Ro=R3=CHg; Y=0, 90% 108, Ry=R3=CHg; Y=0
103, Ro=Rs=H; Y=NBOG, 68% 109, Ro=R3=H; Y=NBOC
110, R=Ra=H; Y=NCH ef
.BOC
o ('\ o (TN i
AN_J  HNCN HN NH, H\Y 111, Ry=CHa, Rp=Ra=H; Y=0
WA 112, Ry=CH,oGHg, Rp=R3=H; Y=0
98 99 100 0 NH, P N\)\R 113, R{=CHs, Ry=R3=CHjs; Y=0O
HN"NZ R, NN 4 3 114, Ry=CH,CHj3, Rp=R3=CHg; Y=0
bt 115, Ry=CHg, Ro=Ra=H; Y=NBO
g H,NT N7 R, OMe 116, Ry=CHs, Ro=R3=H; Y=NCHs |h
117, Ry=CHj, Ro=Rg=H; Y=N

Esquema 16: Sintesis de inhibidores de bifenilo basados en morfolina y piperazina. (a) Pd(OAc),, CsCOs, (2-
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bifenil)di-terc-butil-fosfino, benceno, 80 °C, 92-82 %; (b)PhsP=CHOMe, THF; (c) Hg(OAc),, Kl, THF/H;0O, 85-90 %
durante dos etapas; (d) (1-diazo-2-oxopropil)fosfonato de dimetilo, K:COs, MeOH, 88-55 %; (e) CF3CO2H; (f)
formaldehido, NaCNBHj3, 58 % durante dos etapas; (g) Pd(PPhs)2Cl;, Cul, EtsN, DMF, 88-60 %; (h) CF3CO2H; cuant.

En un modo de realizacion, los compuestos de las composiciones y procedimientos descritos en el presente
documento incluyen los compuestos como se muestra a continuacion en la tabla 1. En un modo de realizacion, los
compuestos de las composiciones y procedimientos descritos en el presente documento incluyen los compuestos de
los analogos de proparagilo de tercera generacién como se muestra en la tabla 1, compuestos 147-159.
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En el presente documento se proporcionan datos de sintesis y datos experimentales para los compuestos
enumerados anteriormente.

En otros modos de realizacién de las composiciones y procedimientos descritos en el presente documento se
refieren a compuestos que poseen actividad protozoica. En base a la estructura de la enzima DHFR de C. hominis,
se desarrollé una estructura novedosa que dio lugar al descubrimiento de inhibidores potentes y eficaces de la
enzima DHFR. El desarrollo inicial de un enfoque del disefio de farmacos basado en estructuras comenzo con la
determinacion de estructuras cristalinas de ChDHFR a una resolucion de 2,7 A. En base a la estructura de ChDHFR,
se desarrollé una serie principal de compuestos que mantenian buenas caracteristicas de tipo farmaco y
accesibilidad sintética, definidos por un enlazador propargilo entre un anillo 2,4-diaminopirimidina y un anillo arilo. Un
modo de realizacion de un ligando altamente eficaz con una constante de inhibicion (Clsg) de 38 nM y peso
molecular de 342 Da es el compuesto X (también denominado en el presente documento UPC111A).

CHs
NH, P OMe
N™ ™ Z
)|\ _ OMe
HoNT N7 CHa OMe

Compuesto X:

Posteriormente se desarroll6 una segunda generacién de analogos de propargilo inspirada por analisis estructural
que no solo mantuvo niveles altos de potencia contra la enzima parasitaria como se observé con la primera serie de
compuestos sino que también presenté niveles extremadamente altos de selectividad.

La inspeccion de las estructuras de ChDHFR y DHFR humana (hDHFR) reveld que los sitios activos son altamente
homologos vy las diferencias de residuos que existen mantienen las mismas propiedades quimicas. Una diferencia
llamativa entre las dos enzimas se sitia en la abertura del sitio activo. En hDHFR, el acceso al sitio activo se
restringe eficazmente por un bucle de cuatro residuos (Pro 61, Glu 62, Lys 63, Asn 64 o bucle PEKN) que
particularmente esta ausente en ChDHFR (véase la figura 8). Aprovechando las diferencias estructurales entre las
dos enzimas, se disefaron los ligandos con selectividad para ChDHFR.

El analisis estructural inicial con los inhibidores de propargilo de primera generacién mostré que el compuesto
principal X no parecia aprovechar las diferencias estructurales anteriores. De hecho, el compuesto X solo mostré
una preferencia de 8 veces por la enzima parasitaria sobre la enzima humana (véase la tabla 4). El examen de las
estructuras de ChDHFR y hDHFR dio lugar a dos series bifenilo de derivados en las que el segundo anillo arilo se
instalé en la posicién 5 0 4’ del anillo arilo proximal.

La inspeccion de los complejos acoplados del compuesto principal en ChDHFR y hDHFR sugirié que la funcionalidad
que se proyecta desde la posicion 3’ 0 4’ del nucleo aromatico del compuesto X se colocaba correctamente para
interaccionar con una region del espacio rellenada por el bucle PEKN en hDHFR. La estrategia global para afadir
las sustituciones estéricas a las posiciones 3’ 0 4’ del compuesto principal inicial se muestra en el esquema 17. Al
predecir las sustituciones estéricas en estas posiciones fue posible estabilizar o desestabilizar especificamente las
interacciones con la regién de bucle. En consecuencia, se descubrié que las interacciones estéricas particulares
desestabilizan la unién a la enzima humana, mantienen una potencia alta contra la forma protozoica, mientras que
también exploran el grado de flexibilidad de los residuos en el sitio activo. Los analogos recién disefiados
mantuvieron tres restos: uno, el metilo en C6 de la pirimidina, que se prevé que interaccione con Phe 36, Leu 33 y
Leu 25; dos, el metilo del propargilo, que se prevé que interaccione favorablemente con los residuos Thr 58 y lle 62;
y tres, el grupo metoxi en 3’, que se prevé que interaccione tanto con el esqueleto como con la cadena lateral de Leu
25 en el sitio activo.

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2595952713

Esquema 17.

El anadlisis computacional de la serie bifenilo dio lugar a la sintesis de ocho nuevos compuestos, de los que todos
presentaron una mejora en la potencia y en la selectividad (véase la tabla 3). El analogo de 5’-bifenilo racémico fue
el mas potente y selectivo de los compuestos racémicos, con siendo el enantiomero R individual el compuesto mas
potente y selectivo de todos. Ademas, al combinar elementos adicionales en el compuesto principal inicial dio como
resultado el desarrollo de compuestos altamente selectivos.

En un modo de realizacion, las composiciones y procedimientos en el presente documento se refieren a compuestos
que poseen actividad antibacteriana. Una serie meta bifenilo de la segunda generacion de los analogos de
propargilo descritos en el presente documento muestra actividad contra un conjunto expandido de enzimas de
patégenos importantes. La clase se inspird por analisis estructural de alta resolucién y los compuestos en la serie
presentaron una inhibicién potente de DHFR de SARM natural y del mutante con resistencia critica F98Y, conocido
por introducir insensibilidad a TMP. Por ejemplo, el compuesto 140 de la tabla 1 tiene un valor de Clso de 42 nM
contra SaDHFR natural y de 190 nM contra S. pyogenes. El compuesto Y muestra un nivel moderado de actividad
antibacteriana (valor CIM de 5,8 mg/ml para S. aureus y de 0,1 para S. pyogenes). Ademas, la toxicidad en
mamiferos contra células MCF-10 muestra una selectividad de ocho veces y de 484 veces para SARM y S.
Pyogenes, respectivamente.

Se requirié un procedimiento directo para introducir un volumen estérico sobre la region del ndcleo aromatico para la
sintesis de los inhibidores de DHFR de segunda generacion. Se utilizé un tipo de estructura de biarilo en la que se
introduce el volumen estérico en forma de un anillo aromatico adicional. La estructura de biarilo proporcioné
flexibilidad y versatilidad ofrecidas por el acoplamiento cruzado de Suzuki para la preparacién de una amplia gama
de inhibidores potenciales.

Se crearon virtualmente familias analogas que variaban tanto en el patron de disposicion como de sustitucion del
segundo anillo arilo y se acoplaron tanto en ChDHFR como en hDHFR usando el programa, Surflex (Tripos, Inc) en
el entorno de Sybyl. Surflex-Dock bloquea de forma flexible los ligandos para una representacion ProtoMol del sitio
activo, creada explorando el sitio activo con fragmentos moleculares pequefios. Los ligandos se fragmentan y se
incorporan en el ProtoMol basandose en una funcion de puntuacién empirica que incluye términos hidréfobos,
polares, repulsivos, entrépidos y de solvatacion. Para explorar la flexibilidad proteica, se crearon conjuntos de
estructuras de receptores basandose en instantaneas conformacionales minimizadas a través de una evolucion
temporal de dinamica molecular; las puntuaciones se promediaron sobre el conjunto. Las puntuaciones de
acoplamiento se devuelven con un "valor de choque" asociado que aproxima en gran medida la penetracion del
ligando en el receptor. Son preferentes "valores de choque" que sean préximos a 0.

Al emplear estos procedimientos computacionales, se evalué una serie de ocho inhibidores potenciales. Cuatro de
los inhibidores potenciales estaban en la serie 5’ de los inhibidores y cuatro estaban en la serie 4’ (véase la figura
10). Cada serie comprendia derivados que incorporaban un volumen estérico creciente en las posiciones orfo del
segundo anillo arilo. El analisis computacional predijo que los valores de choque contra hDHFR para estos
inhibidores se volvié negativo de forma creciente a medida que el volumen estérico del segundo anillo arilo se
incrementé con un cambio minimo en ChDHFR. Por ejemplo, un compuesto con un anillo arilo no sustituido
proporcioné un valor de choque de -1,31 en ChDHFR y de -2,79 en hDHFR. Un compuesto analogo con grupos
isopropilo en ambas posiciones orfo proporciond un incremento en los valores de choque de -4,08 y -12,76 en
ChDHFR y hDHFR, respectivamente.

La seleccion de una estructura basada en biarilo en inhibidores de segunda generacion se realizé parcialmente por
la fiabilidad del acoplamiento de Suzuki en el montaje de bifenilos estéricamente complicados. Se accedié a los
analogos de bifenilo enlazados en 5 por funcionalizacion selectiva de 3,5-dibromoanisol 4 comercialmente
disponible (véase el esquema 18).
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4 5 6a, R,=R.=H 85% 7a-d 8ad

6b, R;=Me, Rp=H, 87%
6c, R \=R=Me, 88%
6d, Ry=Ro=iPr, 97%

a) nBuLi, -78 °C después CH3C(O)N(CH3)2, 71 %; b) Pd(Phs).Cl,, Cs2CO3, dioxano; c) PhsP=CHOMe, THF; d)
HCI conc., THF, reflujo 57-82 % durante dos etapas; e) (1-diazo-2-oxopropil)fosfonato de dimetilo, K.CO3;, MeOH
64-99 %; f) Pd(PHs3)2Cly, Cul, EtsN, DMF 67-94 %.

Esquema 18.

El intercambio metal-halégeno seguido de la adicion de N,N-dimetilacetamida dio el derivado acetofenona 5 que se
acoplé de forma cruzada con cuatro derivados de acido arilborinico 6a-d dando como resultado los correspondientes
derivados bifenilo 7a-d. El acido diisopropilborénico 6d no se tenia previamente pero se preparo facilmente a partir
de 2,6-diisopropilanilina por diazotizacién, yodacidon y conversion final a acido borénico por medio de
litiacion/boracion. La homologacion del resto acetilo por condensacion con un iluro de fésforo sustituido con metoxi y
la hidrolisis del éter endlico resultante dio los aldehidos 8a-d con un rendimiento muy bueno. La condensacion con el
reactivo de Ohira-Bestmann dio los correspondientes acetilenos terminales 9a-d que se convirtieron en los
inhibidores 10a-d por un acoplamiento de Sonagashira final con yodopirimidina 11.

Se accedi6é a los analogos de bifenilo enlazados en 4’ a través de una via similar a partir del derivado de acido
benzoico 12 comercialmente disponible. La conversion del acido a cloruro de acilo y el tratamiento del material en
bruto con el reactivo de Gilman produjo un rendimiento excelente de la acetofenona 13. El grupo acetilo se
homologd a través de una serie de reacciones idénticas como se indicd previamente para llegar a la serie de
inhibidores. La funcionalidad de bifenilo se instal6 a través de un acoplamiento de Suzuki al igual que para la serie
enlazada en 5.

Posteriormente, se desarrolld una tercera generacion de inhibidores enlazados a propargilo que poseen una
actividad significativa. Se determinaron las regiones del compuesto Y para su modificacion potencial a través del
analisis de una estructura cocristalina de SaDHFR:NADPH:Compuesto Y. Por ejemplo, se determind que los
contactos hidrofobos entre el sustituyente de C6 y el anillo pirimidina y Val 31 y Leu 28 asi como las interacciones
potenciales entre los sustituyentes del anillo B y Ser 49 o la ribosa de NADPH se pudieron optimizar. También se
consideraron los efectos estéricos, por ejemplo, el amontonamiento provocado por el grupo metilo propargilico, asi
como los efectos de afinidad y solubilidad.

En lugar de un bifenilo, los compuestos de la tercera generacion son analogos heterociclicos. Ademas de un anillo
heterociclico en lugar de un anillo fenilo, los analogos heterociclicos difieren del compuesto Y al menos en uno de
cuatro modos. En algunos modos de realizacion, el metilo C6 se extiende a etilo. En algunos modos de realizacion,
el metilo del propargilo se reemplazé por hidrégeno. En algunos modos de realizacion, sustituyente del anillo B se
movio de la posicion 3’ ala 2'. Y en algunos modos de realizacion, el grupo metilo del anillo C se retiro.

Se disefiaron tres clases de analogos en los que el anillo distal de la subestructura bifenilo se reemplazé por un
heterociclo nitrogenado -- un derivado de morfolina, piperizina, o piridina. Estos analogos se sintetizaron y se
evaluaron para determinar la solubilidad asi como la inhibicién enzimatica y de crecimiento celular. Se demostré que
la sustitucion de piridilo era 6ptima y presentaba los niveles mas potentes de actividad antifiungica (menos de
1 mg/ml) para cualquiera de los antifolatos en esta serie.

Las figuras 15A-C son modelos moleculares que muestran la estructura de DHFR de S. aureus unida a NADPH
(fucsia) y (16A) compuesto 142 (violeta), (16B) compuesto 148 (verde), y (16C) una superposicion de los
compuestos 148 (azul) y 139 (verde).

La figura 16 es una estructura cristalina de CgDHFR (representacion de superficie) unida al compuesto 139 (forma
de barra) y NADPH. El anillo bifenilo esta expuesto en gran parte a la abertura del sitio activo y por tanto, al
disolvente. La presencia de heteroatomos en este anillo distal reduce la hidrofobicidad de los compuestos e
incrementa significativamente la solubilidad de los compuestos (véase la tabla 2).
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Tabla 2: Valores de logD calculado y solubilidad medida.

ID del compuesto LogDr 4 Solubilidad (ug/ml)?
139 3,89 20
147 2,39 40
148 3,44 40
152 1,85 80
153 2,90 80
159 1,11 60
@ Las medidas se realizaron en 200 mcg/ml de HPMC y DMSO al 0,2 %

En el esquema 19 se muestra una estrategia para desarrollar la tercera generacion de analogos de propargilo.

Acoplamiento de
Sonagashira

Ry B .
N N N ™ I+
HEN)*N’ Ha Br
113 115 6
de Suzuki
Esquema 19

Se desarrollé un enfoque sintético modular para estos antifolatos enlazados a propargilo 112 que se basa en dos
reacciones de acoplamiento cruzado catalizadas por paladio versatiles para ensamblar eficazmente los inhibidores
de tres fragmentos variables (compuestos 113-115). Cada uno de los tres dominios contiene uno o mas sitios para la
diversificacion en la region clave identificados a través de analisis de estructura. La sintesis comienza con 3-
bromobenzaldehidos (propargilo no sustituido) de facil acceso o 3-bromoacetofenonas 114 (metilo en la posicion de
propargilo) que contienen una sustitucion variable adicional en el anillo aromatico. El acoplamiento cruzado de
Suzuki del bromuro con acidos aril y heteroarilborénicos 115 proporciona un procedimiento directo y conveniente
para introducir niveles altos de diversidad en la region de anillo C. La posterior extension de la funcionalidad
aldehido/acetilo en un grupo propargilo lateral precede al acoplamiento de Sonogashira final a yodopirimidinas 113
que poseen grupos variables en la posicion C6. Esta estrategia es tolerante para una amplia gama de funcionalidad
y permite la preparacion de varios analogos nuevos para su evaluacion.

En otro modo de realizacién, las composiciones y procedimientos descritos en el presente documento se refieren a
compuestos que poseen actividad antifingica. Se preparé una serie de compuestos principales analizando la
estructura de DHFR de un protozoo parasitario, Cryptosporidium hominis (ChDHFR), y se caracterizan por un
enlazador basado en propargilo entre la pirimidina y el anillo arilo sustituido. El enlazador de propargilo se extiende
la distancia entre los anillos pirimidina y arilo, con relacion a trimetoprim, permitiendo que el anillo arilo se ajuste mas
6ptimamente en la cavidad hidréfoba de la enzima DHFR.

Aunque la estructura de DHFR de C. glabrata (CgDHFR) auin no se ha determinado, una comparacién de un modelo
de homologia de CgDHFR, en base a la estructura de C. albicans (CaDHFR) y ChDHFR sugirié que los inhibidores
enlazados a propargilo también pueden servir como compuestos principales antifingicos potenciales. De hecho, en
un modelo de homologia de CgDHFR, la cavidad hidréfoba ocupada por el anillo arilo se desplaza 2 A adicionales
del anillo pirimidina, lo que sugiere que los compuestos extendidos pueden ser incluso mas eficaces en CgDHFR
que en ChDHFR.

El andlisis de la estructura revel6 el detalle de las interacciones entre el ligando y la enzima y también revel6 una
region hidrofoba flanqueada por residuos en un bucle préximo al sitio activo donde las interacciones de union
adicionales se pueden explotar para incrementar la potencia y selectividad del inhibidor. Después de expresar y
purificar la CgDHFR, se midieron las constantes de inhibicion (Clso) para once compuestos enlazados a propargilo
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en base a dos estructuras diferentes, en ensayos enzimaticos (tabla 3). Muchos de los compuestos fueron
inhibidores muy potentes de CgDHFR con valores de Clsp menores de 100 nM; cuatro inhibidores (compuestos 5, 6,
9, 11) tienen valores de Clso iguales a o menores de 25 nM. Ademas, cuando los compuestos de propargilo se
sometieron a ensayo con DHFR humana, se observaron proporciones de selectividad tan altas como de 156 veces
(tabla 3).

Tabla 3. Resultados de inhibicién enzimatica y ensayos antifungicos para inhibidores enlazados a propargilo

Estructura A Estructura B
Ry o R. OMe
NH. OMe ¥ NH;
7 &
N7 N™ ™
A oMe,
P 4 P
HoN™ "N° R, OMe HoN N Ry OMe
5
Compuesto |Tipo de R R2 CgDHFR hDHFR Selectividad Actividad
estructura Clsp (nM) Clso(nM) (h/CgDHFR) antifungica,
CIM (ug/ml)
1 A H H 33 1460 44 Inact*
2 A H CHs 36 1460 40,6 Inact
3 A H OH 2700 14300 5,3 328
4 A H OMe 450 1160 2,6 Inact
5 A CHs H 17 400 23,5 20
6 A CHs CHs 25 1380 55,2 21
7 A CHs OH 39 5710 146 Inact
8 A CHs OMe 30 1220 40,7 Inact
9 B H H 21 3200 152 71
10 B CHs H 32 1300 40,6 56
11 B Et H 8,2 1280 156 78

*Inact: no activo a 2 mM (~ 600 ug/ml)

A continuacion, los compuestos se sometieron a prueba como agentes antifiungicos en un ensayo antifungico contra
C. glabrata. Varios de los compuestos, en particular los compuestos 5 y 6 de la tabla 3, presentaron propiedades
antiflngicas.

Usando la informacioén estructural anterior, se disefid una segundo generacién de inhibidores de CgDHFR que dio
como resultado una potencia subnanomolar y niveles muy altos de selectividad hacia la enzima de C. glabrata.
También se descubrié que la segunda generacion de inhibidores de CgDHFR destruia C. glabrata en cultivo a
concentraciones que imitaban a las de los agentes antifingicos usados clinicamente.

Los analogos heterociclicos de tercera generacion descritos previamente también se sometieron a prueba como
agentes antifungicos. Los compuestos se evaluaron para determinar su capacidad para inhibir CgDHFR y DHFR
humana (hDHFR) y su capacidad para inhibir el crecimiento de C. glabrata. Estos compuestos presentan una
inhibicién enzimatica ligeramente mas débil en comparacion con la serie de bifenilo de segunda generacion, pero
muestran una solubilidad significativamente potenciada e inhiben potencialmente el crecimiento de C. glabrata
mientras que presentan valores de selectividad muy altos. Se descubrié que algunos derivados tienen una potencia
comparable a los agentes antifungicos usados clinicamente.

Composiciones farmacéuticas

Se proporcionan composiciones farmacéuticas que contienen los compuestos como se divulga anteriormente
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combinados con uno o mas diluyentes, excipientes, vehiculos o sistemas de administracion farmacéuticamente
aceptables. Se pueden preparar uno o mas de los compuestos en una formulacion fisiolégicamente aceptable, tal
como en un vehiculo farmacéuticamente aceptable, usando técnicas conocidas. Por ejemplo, el compuesto se
combina con un excipiente farmacéuticamente aceptable para formar una composicién terapéutica.

En otro modo de realizacién, las composiciones proporcionadas en el presente documento se pueden administrar
junto con, o ademas de, sulfamidas para formar composiciones farmacéuticas terapéuticas. Se reconoce en la
técnica que las sulfamidas presentan una actividad alta contra bacterias patdégenas. Los ejemplos no limitantes de
sulfamidas y los procedimientos por los que se preparan las sulfamidas se proporcionan en la patente de los
EE. UU. 3.091.610, que se incorpora en el presente documento por referencia en su totalidad para todos los fines.

Las composiciones proporcionadas en el presente documento se pueden administrar en forma de un sélido, liquido o
aerosol. Los ejemplos de composiciones sélidas incluyen pastillas, cremas y unidades de dosificacion implantables.
Las pastillas se pueden administrar por via oral. Las cremas terapéuticas se pueden administra por via tépica. Las
unidades de dosificacion implantables se pueden administrar por via local, o se pueden implantar para una liberaciéon
sistematica de la composicion terapéutica, por ejemplo, por via subcutanea. Los ejemplos de composiciones liquidas
incluyen formulaciones adaptadas para inyecciéon por via intramuscular, subcutanea, intravenosa, intraarterial, y
formulaciones para administracién tépica e intraocular. Los ejemplos de formulaciones de aerosol incluyen
formulaciones de inhalador para su administraciéon a los pulmones.

Las composiciones se pueden administrar por vias de administracion estandar. En general, la composicion se puede
administrar por vias topica, oral, rectal, nasal o parenteral (por ejemplo, intravenosa, subcutanea o intramuscular).
Ademas, la composiciéon se puede incorporar en una matriz o matrices de liberacién mantenida tales como polimeros
biodegradables, estando implantados los polimeros en la proximidad de donde se desea la administracion. El
procedimiento incluye la administracién de una unica dosis, administracion de dosis repetidas a intervalos de tiempo
predeterminados, y administracion mantenida durante un periodo de tiempo predeterminado.

Una matriz de liberacién mantenida, como se usa en el presente documento, es una matriz fabricada de materiales,
normalmente polimeros que son degradables por hidrélisis enzimatica o acida/basica o por disolucién. Una vez
insertada en el organismo, la matriz se ve afectada por enzimas y fluidos corporales. De forma deseable, la matriz de
liberacion mantenida se elige por materiales biocompatibles tales como liposomas, polilactidos (poli(acido lactico)),
poliglicélido (polimero de acido glicdélico), poli(lactido-co-glicélido) (copolimeros de acido lactico y acido glicdlico),
polianhidridos, poli(orto)ésteres, polipéptidos, acido hialurénico, colageno, sulfato de condroitina, acidos carboxilicos,
acidos grasos, fosfolipidos, polisacaridos, acidos nucleicos, poliaminoacidos, aminoacidos tales como fenilalanina,
tirosina, isoleucina, polinucledtidos, polivinilpropileno, polivinilpirrolidona y silicona. Una matriz biodegradable
preferente es una matriz de uno o cualquiera de polilactido, poliglicélido, o poli(lactido-co-glicélido) (copolimeros de
acido lactico y acido glicolico).

Se debe entender que ademas de los ingredientes mencionados anteriormente de forma particular, las
formulaciones de la presente invencidon pueden incluir otros agentes convencionales en la técnica teniendo en
cuenta el tipo de formulacién en cuestion.

La dosificacion de la composicion dependera de la progresion de la infeccidn o cancer, la composicion particular
usada, y otros factores clinicos tales como peso y afeccion del paciente, y la via de administracion.

Procedimientos de tratamiento

Se proporcionan procedimientos de tratamiento de infecciones bacterianas, fungicas y protozoicas y cancer usando
los compuestos descritos en el presente documento. De acuerdo con los procedimientos, una o mas de las
composiciones farmacéuticas descritas anteriormente, que contienen una concentracién terapéuticamente eficaz de
compuesto, se administra a un individuo que necesita el tratamiento.

Los compuestos inhibidores de DHFR descritos en el presente documento son potentes y selectivos para muchos
organismos patégenos diferentes, incluyendo, pero sin limitarse a, la enzima DHFR de bacterias tales como Bacillus
anthracis y Staplylococcus aureus resistente a meticilina y Strepfococcus pyogenes, hongos tales como Candida
glabrata, Candida albicans y Cryptococcus neoformans y protozoos tales como Cryptosporidium hominis 'y
Toxoplasma gondii. Estos compuestos y otros compuestos similares también son potentes contra la enzima de
mamifero y pueden ser Utiles como tratamientos antineoplasicos. En otras palabras, se ha demostrado que los
compuestos de la presente invencion tienen una fuerte actividad in vitro contra la enzima de mamifero y se ha
demostrado que algunos de los compuestos de la presente invencion tienen actividad contra lineas celulares de
mamifero. Especificamente, se ha demostrado que el compuesto inhibidor 5-[3-(3-metoxi-2’6’-diisopropilbifenil-4-
il)but-1-in-1-il]-6-metilpirimidin-2,4-diamina presenta toxicidad en células de mamifero y puede ser util como
tratamiento antineoplasico.

El tratamiento de un paciente que tiene una enfermedad bacteriana, fingica y protozoica o cancer se puede llevar a
cabo administrando al paciente una composicién farmacéuticamente aceptable que contiene uno o mas de los
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compuestos descritos, como se describe en el presente documento, a una dosificaciéon eficaz. Se pueden obtener
resultados eficaces con una unica dosis. Pueden ser necesarias multiples dosis para lograr beneficios 6ptimos y
mantenidos. Los compuestos se pueden proporcionar como composiciones sustancialmente purificadas o se pueden
disponer en formulaciones farmacéuticamente aceptables o suministrarse por liberacién mantenida usando
formulaciones y procedimientos conocidos por los expertos en la técnica como se describe anteriormente. Estas
formulaciones se pueden administrar por vias estandar. En general, las composiciones se pueden administrar por
varias vias (por ejemplo, intravenosa, transdérmica, intraperitoneal, intraespinal, subcutanea o intramuscular) como
se describe anteriormente.

La dosificacion eficaz de una o mas de las composiciones farmacéuticas proporcionadas en el presente documento
dependera del estado de enfermedad o afeccidon que se esta tratando y otros factores clinicos tales como peso y
afeccion del animal o humano y la via de administracion. Dependiendo de la semivida del compuesto en el animal o
humano particular, se puede administrar de entre varias veces al dia a una vez al mes o menos. Los procedimientos
descritos en el presente documento contemplan administraciones individuales o multiples, dadas simultaneamente o
bien durante un periodo de tiempo prolongado.

Se debe entender que los procedimientos proporcionados en el presente documento tienen aplicaciones tanto para
uso humano como mamifero y veterinario. También se debe entender que el término "individuo" como se usa en el
presente documento se refiere a un animal, humano, mamifero o paciente que necesita el tratamiento usando los
compuestos descritos en el presente documento.

En un modo de realizacién para el tratamiento de una infeccién bacteriana, una cantidad farmacéuticamente

aceptable del compuesto de formula | o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se administra a un
individuo, en el que féormula | es

\%

Y

R4R3N
Formula |

en la que R se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo C1.5, alcoxi C1.3 e hidroxi;

en la que Ry, Ry, Rs, y R4 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, y
alquilo Cis, cicloalquilo, alcoxialquilo, arilalquilo, alquilcarbonilo, cicloalquilcarbonilo, alcoxicarbonilo,
alcoxialquilcarbonilo, alcoxialcoxialquilcarbonilo, arilcarbonilo, piridinilcarbonilo, ariloxialquilo, haloalquilcarbonilo, y
cianoalquilcarbonilo;

en la que A y B se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, alquilo Ci.s,
halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo
inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior,
alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y
ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos
opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que
"inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir alquilo C+ a Cg;

en la que Ay B junto con el carbono al que estan conectados pueden formar un anillo de desde 3 a 7 miembros en
la que los miembros de anillo se seleccionan del grupo que consiste en alquileno, alquenileno, y alquinileno, en la
que cualquiera de los grupos alquileno, alquenileno y alquinileno puede estar interrumpido opcionalmente por uno o
mas heteroatomos del grupo que consiste en O, N, S y Se y el alquileno o alquenileno puede estar sustituido
opcionalmente con uno o mas de alquilo C4.5, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior,
alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior,
alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo
inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y
ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior,
alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos
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anteriores quiere decir alquilo C1 a Cg;

enlaqueV, W, X, Y yZ se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, alquilo
Ci.s, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi,
alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior,
alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi,
fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos
mismos estar sustituidos opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior o
alquilsulfonilo inferior,

en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores es C1 a Ce.

En un modo de realizacion, al menos uno de V, W, X, Y y Z es un grupo metoxi. En otro modo de realizacion, todos
los W, X e Y son grupos metoxi. En otro modo de realizacién, al menos uno de V e Y es un grupo metoxi. En otro
modo de realizacion, ambos V e Y son grupos metoxi. En otro modo de realizacion, al menos uno de A 'y B no es
alquilo C1.s.

En un modo de realizacion para el tratamiento de una infecciéon fungica, una cantidad farmacéuticamente aceptable
del compuesto de formula | o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se administra a un individuo, en el
que férmula | es

Y

R4R3N
Formula |

en la que R se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo C1.5, alcoxi C1.3 e hidroxi;

en la que Ry, Ry, Rs, y R4 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, y
alquilo Cis, cicloalquilo, alcoxialquilo, arilalquilo, alquilcarbonilo, cicloalquilcarbonilo, alcoxicarbonilo,
alcoxialquilcarbonilo, alcoxialcoxialquilcarbonilo, arilcarbonilo, piridinilcarbonilo, ariloxialquilo, haloalquilcarbonilo, y
cianoalquilcarbonilo;

en la que A y B se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, alquilo Ci.s,
halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo
inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior,
alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y
ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos
opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que
"inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir alquilo C a Ce;

en la que A y B junto con el carbono al que estan conectados pueden formar un anillo de desde 3 a 7 miembros en
la que los miembros de anillo se seleccionan del grupo que consiste en alquileno, alquenileno, y alquinileno, en la
que cualquiera de los grupos alquileno, alquenileno y alquinileno puede estar interrumpido opcionalmente por uno o
mas heteroatomos del grupo que consiste en O, N, S y Se y el alquileno o alquenileno puede estar sustituido
opcionalmente con uno o mas de alquilo C4.5, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior,
alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior,
alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo
inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y
ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior,
alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos
anteriores quiere decir alquilo C1 a Cg;

enlaqueV, W, X, Yy Z se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo
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C1.s, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi,
alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior,
alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi,
fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos
mismos estar sustituidos opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior o
alquilsulfonilo inferior,

en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores es C1 a Ce.

En un modo de realizacién, al menos uno de V, W, X, Y y Z es un grupo metoxi. En otro modo de realizacioén, todos
los W, X e Y son grupos metoxi. En otro modo de realizacién, al menos uno de V e Y es un grupo metoxi. En otro
modo de realizacion, ambos V e Y son grupos metoxi. En otro modo de realizacion, al menos uno de A 'y B no es
alquilo C1.s. 28.

En un modo de realizacién para el tratamiento de una infeccién protozoica, una cantidad farmacéuticamente
aceptable del compuesto de férmula | o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se administra a un
individuo, en el que féormula | es

Y

R4R3N
Formula |

en la que R se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo C1.5, alcoxi C1.3 e hidroxi;

en la que Ry, Ry, Rs, y R4 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, y
alquilo Cis, cicloalquilo, alcoxialquilo, arilalquilo, alquilcarbonilo, cicloalquilcarbonilo, alcoxicarbonilo,
alcoxialquilcarbonilo, alcoxialcoxialquilcarbonilo, arilcarbonilo, piridinilcarbonilo, ariloxialquilo, haloalquilcarbonilo, y
cianoalquilcarbonilo;

en la que A y B se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, alquilo Ci.s,
halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo
inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior,
alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y
ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos
opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que
"inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir alquilo C a Cg;

en la que A y B junto con el carbono al que estan conectados pueden formar un anillo de desde 3 a 7 miembros en
la que los miembros de anillo se seleccionan del grupo que consiste en alquileno, alquenileno, y alquinileno, en la
que cualquiera de los grupos alquileno, alquenileno y alquinileno puede estar interrumpido opcionalmente por uno o
mas heteroatomos del grupo que consiste en O, N, S y Se y el alquileno o alquenileno puede estar sustituido
opcionalmente con uno o mas de alquilo C4.5, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior,
alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior,
alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo
inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y
ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior,
alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos
anteriores quiere decir alquilo C1 a Cg;

enla que V, W, X, Y y Z se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo
C1.s, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi,
alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior,
alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi,
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fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos
mismos estar sustituidos opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior o
alquilsulfonilo inferior,

en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores es C1 a Ce.

En un modo de realizacion, al menos uno de V, W, X, Y y Z es un grupo metoxi. En otro modo de realizacién, todos
los W, X e Y son grupos metoxi. En otro modo de realizacién, al menos uno de V e Y es un grupo metoxi. En otro
modo de realizacion, ambos V e Y son grupos metoxi. En otro modo de realizacién al menos uno de Ay B no es
alquilo Cy.s.

En un modo de realizaciéon para el tratamiento de una infeccion protozoica, una cantidad farmacéuticamente
aceptable del compuesto de férmula | o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se administra a un
individuo, en el que férmula | es como se indica anteriormente.

En un modo de realizacién para el tratamiento de cancer, una cantidad farmacéuticamente aceptable del compuesto
de férmula | 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se administra a un individuo, en el que formula | es

\Y

Y

R4R3N
Férmula |

en la que R se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo C1.s, alcoxi C1.3, € hidroxi; en la que R1, Rz, Rz y R4 se
seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, y alquilo Cis, cicloalquilo,
alcoxialquilo, arilalquilo, alquilcarbonilo, cicloalquilcarbonilo, alcoxicarbonilo, alcoxialquilcarbonilo,
alcoxialcoxialquilcarbonilo, arilcarbonilo, piridinilcarbonilo, ariloxialquilo, haloalquilcarbonilo, y cianoalquilcarbonilo;

en la que A y B se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo Ci.s,
halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo
inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior,
alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y
ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos
opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que
"inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir alquilo C1 a Cg;

en la que Ay B junto con el carbono al que estan conectados pueden formar un anillo de desde 3 a 7 miembros en
la que los miembros de anillo se seleccionan del grupo que consiste en alquileno, alquenileno, y alquinileno, en la
que cualquiera de los grupos alquileno, alquenileno y alquinileno puede estar interrumpido opcionalmente por uno o
mas heteroatomos del grupo que consiste en O, N, S y Se y el alquileno o alquenileno puede estar sustituido
opcionalmente con uno o mas de alquilo Cs.s, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior,
alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior,
alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo
inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y
ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior,
alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos
anteriores quiere decir alquilo C1 a Ce;

enlaque V, W, X, Y y Z se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo
Ci5, haldégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi,
alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior,
alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi,
fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos
mismos estar sustituidos opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior o
alquilsulfonilo inferior,
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en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores es C1 a Ce.

En un modo de realizacioén, al menos uno de V, W, X, Y y Z es un grupo metoxi. En otro modo de realizacion, todos
los W, X e Y son grupos metoxi. En otro modo de realizacién, al menos uno de V e Y es un grupo metoxi. En otro
modo de realizacién, ambos V e Y son grupos metoxi. En otro modo de realizacion al menos uno de Ay B no es
alquilo C1.s.

Las composiciones y procedimientos se ilustran adicionalmente por los siguientes ejemplos no limitantes, que no se
deben interpretar en modo alguno como limitaciones impuestas sobre el alcance de los mismos. Por el contrario,
debe entenderse claramente que se puede recurrir a otros diversos modos de realizacion, modificaciones y
equivalentes de los mismos que, tras leer la descripcién en el presente documento, se les puedan ocurrir a los
expertos en la técnica sin apartarse del espiritu de la presente invencion y/o del alcance de las reivindicaciones
adjuntas.

En un modo de realizacién para el tratamiento de una infeccién bacteriana, una cantidad farmacéuticamente
aceptable del compuesto de férmula V o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se administra a un
individuo, en el que férmula V es

A V

NR,R, W

N\%
X 7

Férmula V

R3RsN

en la que R, Ry, Ry, Rs, Rs, A, B, V y W se definen como anteriormente para la férmula |; y en la que dos de J,Ly M
se seleccionan de hidrégeno, alquilo C1 a Cs, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior,
alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior,
alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo
inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y
ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior,
alcoxi inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos
anteriores quiere decir alquilo C4 a Cs, y €l otro de J, L y M es un sustituyente heterociclico en la que al menos un
heteroatomo es N, y en la que el propio sustituyente heterociclico puede estar opcionalmente sustituido una o mas
veces con alquilo C; a Cs, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo
inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino
inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior,
dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi
pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi
inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores
quiere decir alquilo C a Ce.

En algunos modos de realizacion, dos de J, L, y M, se seleccionan de hidrégeno, alquilo C4 a Cs, halégeno, hidroxi,
haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano,
nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior,
alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que
los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con
halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado
conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir alquilo C; a Cg, y el otro de J, L, y M es un
sustituyente seleccionado del grupo que consiste en piperidina, perhidropirimidina, morfolina, piridina, pirimidina,
indol, isoindol, quinolina, isoquinolina, oxazol, tiazol e imidazol, en la que la piperidina, perhidropirimidina, morfolina,
piridina, pirimidina, indol, isoindol, quinolina, isoquinolina, oxazol, tiazol, o imidazol por si mismo puede estar
opcionalmente sustituido una o mas veces con alquilo C4 a Cs, haldgeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior,
haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo
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inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo,
alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi,
arilalcoxi o ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior,
alquilo inferior, alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los
grupos anteriores quiere decir alquilo C+ a Ce.

En algunos modos de realizacién, dos de J, L, y M se seleccionan de hidrégeno, alquilo C1 a Cs, halégeno, hidroxi,
haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano,
nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior,
alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que
los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con
halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado
conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir alquilo C1 a Cs alquilo, y el otro de J, L, y M se
selecciona del grupo que consiste en férmula VIA y formula VIB

|
/\ Ras
Rﬁz X Tse
B /R35
R34 Rag R37 Rao
Férmula VIA Férmula VIB

en la que al menos uno de Ra2, Ras, R34, R3s y Rss es N y cualquiera de Rs, Rss, Ras, Ras y Ras que no sea N es CR;,
en la que para cada uno de Rsp, Rss, Ras, R3s ¥ R3s que no sea N, Ry esta independientemente seleccionado de
hidrégeno, alquilo C4 a Cs, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo
inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino
inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior,
dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi
pueden ellos mismos estar independientemente sustituidos opcionalmente una o mas veces con haldgeno,
haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente
con cualquiera de los grupos anteriores es C1 a Cg;

en la que R37 es O, NH o NCHg3;

en la que Rsg es N o CH, y cuando Rss es CH, Rs7 es NH o NCHs; en la que R39 y R40 independientemente son
hidrégeno o CHs.

En otro modo de realizacion, cualquiera de cualquiera de Rsz, Ras, Ras, R3s y Ras que no sea N es CH.

En otro modo de realizacion, R es CHz o CH2CHs3; R+, Rz, Rs y R4 son hidrogeno; uno de A y B es hidrégeno y el otro
de Ay B es CHs; y Vy W son cada uno independientemente hidrogeno o alcoxi C a Cs.

En otro modo de realizacion, uno de V y W es metoxi y el otro es hidrégeno. En una variacion de este modo de
realizacion, V es metoxi y W es hidrégeno.

En otro modo de realizacion, al menos dos de Rsz, Rss, Ras, Rss, y Ras son N y los otros son CH.

En otro modo de realizacion, Rsz es O y Rag ¥ R4 son iguales y son hidrégeno o CHs. En otro modo de realizacion,
R37 es NH o NCH3 y Rag y R4g son hidrégeno.

En otros modos de realizacion, dos de J, L, y M se seleccionan de hidrégeno, alquilo C1 a Cs, halégeno, hidroxi,
haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano,
nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior,
alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que
los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con
halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado
conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir alquilo C1 a Cg, y €l otro de J, L, y M se
selecciona del grupo que consiste en férmula VIC, formula VID y formula VIE
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AN N Ras

_ZRa

RZ R%

Férmula VIC Férmula VID Férmula VIE

en la que uno de R41 y R4z es N y el otro es CH; en la que R4z es H o alquilo C4-Cs; en la que uno de Ras, Ras y Ras
es N, un segundo de Ras, Rss y Ras €s O, S, NH, o N(alquilo C1 a Cs), y el tercero de Rus, Ras y Rss €s CH; y en la
que cualquier carbono de metino en el grupo heterociclico puede servir como punto de unién del grupo heterociclico
al compuesto de formula V.

En un modo de realizacién para el tratamiento de una infeccion fangica, una cantidad farmacéuticamente aceptable

del compuesto de férmula V o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se administra a un individuo, en el
que formula V es

NR4R, W

N\y
X 7y

Formula V

RsR4N

en la que R, Ry, Rg, Rs, R4, A, B, Vy W se definen como anteriormente para la férmula I; y en la que dos de J,Ly M
se seleccionan de hidrégeno, alquilo C4 a Cs, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior,
alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior,
alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo
inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y
ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior,
alcoxi inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos
anteriores quiere decir alquilo C1 a Ce, y el otro de J, L y M es un sustituyente heterociclico en la que al menos un
heteroatomo es N, y en la que el propio sustituyente heterociclico puede estar opcionalmente sustituido una o mas
veces con alquilo Gy a Cs, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo
inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino
inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior,
dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi
pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con haldégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi
inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores
quiere decir alquilo C1 a Ce.

En algunos modos de realizacién, dos de J, L, y M, se seleccionan de hidrégeno, alquilo C1 a Cs, halégeno, hidroxi,
haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano,
nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior,
alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que
los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con
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halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado
conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir alquilo C1 a Cg, y el otro de J, L, y M es un
sustituyente seleccionado del grupo que consiste en piperidina, perhidropirimidina, morfolina, piridina, pirimidina,
indol, isoindol, quinolina, isoquinolina, oxazol, tiazol e imidazol, en la que la piperidina, perhidropirimidina, morfolina,
piridina, pirimidina, indol, isoindol, quinolina, isoquinolina, oxazol, tiazol, o imidazol por si mismo puede estar
opcionalmente sustituido una o mas veces con alquilo C1 a Cs, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior,
haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo
inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo,
alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi,
arilalcoxi o ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior,
alquilo inferior, alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los
grupos anteriores quiere decir alquilo C a Ce.

En algunos modos de realizacion, dos de J, L, y M se seleccionan de hidrégeno, alquilo C1 a Cs, halégeno, hidroxi,
haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano,
nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior,
alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que
los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con
halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado
conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir alquilo C1 a Cg alquilo, y el otro de J, L, y M se
selecciona del grupo que consiste en formula VIA y férmula VIB

[VaVaVaVal \f\fl\f\f‘
)\ Rag
Rﬁz X Tse
R33\ _Ras
R34 R3g R37 R40
Féormula VIA Formula VIB

en la que al menos uno de Rsp, Rss, Rss, Rss y Rss es N y cualquiera de Rsp, Rss, Rss, R3s ¥ Rss que no sea N es CR;,
en la que para cada uno de Rsp, Ras, Rss, Rss y Rss que no sea N, Ry esta independientemente seleccionado de
hidrégeno, alquilo C1 a Cs, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo
inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino
inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior,
dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi
pueden ellos mismos estar independientemente sustituidos opcionalmente una o mas veces con haldgeno,
haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente
con cualquiera de los grupos anteriores es C1 a Cg;

en la que Rs7 es O, NH o NCHj;

en la que Rss es N o CH, y cuando Rsg es CH, Rsy es NH o NCHg; en la que Rsg y R4o independientemente son
hidrégeno o CHs.

En otro modo de realizacién, cualquiera de cualquiera de Rsz, Rss, Rss, Rss ¥ Rss que no sea N es CH.

En otro modo de realizacion, R es CHs o CH2CHgs; R+, Rz, Rs y R4 son hidrégeno; uno de Ay B es hidrégeno y el otro
de Ay B es CHs; y Vy W son cada uno independientemente hidrogeno o alcoxi C1 a Cs.

En otro modo de realizacién, uno de V y W es metoxi y el otro es hidrégeno. En una variacion de este modo de
realizacién, V es metoxi y W es hidrégeno.

En otro modo de realizacién, al menos dos de Raz, Ras, Ras, Ras, y Rss son Ny los otros son CH.
En otro modo de realizacién, Rs7 es O y Rag ¥ R4o son iguales y son hidrégeno o CHs.
En otro modo de realizacién, Rs7 es NH o NCH3 y Rsg y R4o son hidrégeno.

En otros modos de realizacion, dos de J, L, y M se seleccionan de hidrégeno, alquilo C1 a Cs, halégeno, hidroxi,
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haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano,
nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior,
alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que
los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con
halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado
conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir alquilo C1 a Cg, y €l otro de J, L, y M se
selecciona del grupo que consiste en formula VIC, féormula VID y férmula VIE

/R43
m | / Rit
Ras
P R4z / yd
RZ R%
Férmula VIC Férmula VID Férmula VIE

en la que uno de R41 y R4z es N y el otro es CH; en la que R4z es H o alquilo C4-Cs; en la que uno de Ras, Ras y Ras
es N, un segundo de Ras, Rss y Ras €s O, S, NH, o N(alquilo C1 a Cs), y el tercero de Rus, Ras y Rss €s CH; y en la
que cualquier carbono de metino en el grupo heterociclico puede servir como punto de unién del grupo heterociclico
al compuesto de formula V.

En un modo de realizaciéon para el tratamiento de una infecciéon protozoica, una cantidad farmacéuticamente
aceptable del compuesto de férmula V o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se administra a un
individuo, en el que férmula V es

A \

NR/R, w

N\y
JIOGRe o

Formula V

R3R4N

en la que R, Ry, Ra, Rs, R4, A, B, Vy W se definen como anteriormente para la férmula I; y en la que dos de J,Ly M
se seleccionan de hidrégeno, alquilo C4 a Cs, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior,
alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior,
alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo
inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y
ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior,
alcoxi inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos
anteriores quiere decir alquilo C1 a Cs, y el otro de J, L y M es un sustituyente heterociclico en la que al menos un
heteroatomo es N, y en la que el propio sustituyente heterociclico puede estar opcionalmente sustituido una o mas
veces con alquilo Gy a Cs, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo
inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino
inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior,
dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi
pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con haldégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi
inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores
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quiere decir alquilo C a Ce.

En algunos modos de realizacion, dos de J, L, y M, se seleccionan de hidrégeno, alquilo C4 a Cs, halégeno, hidroxi,
haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano,
nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior,
alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que
los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con
halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado
conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir alquilo C; a Cg, y el otro de J, L, y M es un
sustituyente seleccionado del grupo que consiste en piperidina, perhidropirimidina, morfolina, piridina, pirimidina,
indol, isoindol, quinolina, isoquinolina, oxazol, tiazol e imidazol, en la que la piperidina, perhidropirimidina, morfolina,
piridina, pirimidina, indol, isoindol, quinolina, isoquinolina, oxazol, tiazol, o imidazol por si mismo puede estar
opcionalmente sustituido una o mas veces con alquilo C4 a Cs, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior,
haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo
inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo,
alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi,
arilalcoxi o ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior,
alquilo inferior, alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los
grupos anteriores quiere decir alquilo C4 a Ce.

En algunos modos de realizacién, dos de J, L, y M se seleccionan de hidrégeno, alquilo C1 a Cs, halégeno, hidroxi,
haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano,
nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior,
alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que
los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con
halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado
conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir alquilo C1 a Cs alquilo, y el otro de J, L, y M se
selecciona del grupo que consiste en férmula VIA y formula VIB

|
/\ Ras
Rﬁz X T36
R33\ _—Ras
R34 Rsg R37 Rao
Férmula VIA Férmula VIB

en la que al menos uno de Ra2, Ras, R34, R3s y Rss es N y cualquiera de Rs, Rss, Ras, Ras y Ras que no sea N es CR;,
en la que para cada uno de Rsp, Rss, Ras, Rss ¥ R3s que no sea N, Ry esta independientemente seleccionado de
hidrégeno, alquilo C4 a Cs, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo
inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino
inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior,
dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi
pueden ellos mismos estar independientemente sustituidos opcionalmente una o mas veces con haldgeno,
haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente
con cualquiera de los grupos anteriores es Cq a Cg;

en la que R37 es O, NH o NCHg;

en la que Rsg es N o CH, y cuando Rss es CH, R3s7 es NH o NCHjs; en la que Rag y R4o independientemente son
hidrégeno o CHs.

En otro modo de realizacion, cualquiera de cualquiera de Rsz, Ras, Ras, R3s y Ras que no sea N es CH.

En otro modo de realizacion, R es CHz o CH2CHs; R+, Rz, Ra y R4 son hidrogeno; uno de A y B es hidrégeno y el otro
de Ay B es CHs; y Vy W son cada uno independientemente hidrogeno o alcoxi C a Cs.

En otro modo de realizacion, uno de V y W es metoxi y el otro es hidrégeno. En una variacion de este modo de
realizacion, V es metoxi y W es hidrégeno.
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En otro modo de realizacién, al menos dos de Raz, Rss, Ras, Ras, y Ras son N y los otros son CH.
En otro modo de realizacién, Rs7 es O y Rag y R4o son iguales y son hidrégeno o CHs.
En otro modo de realizacién, Rs7 es NH o NCH3 y Rsg y R4o son hidrégeno.

En otros modos de realizacion, dos de J, L, y M se seleccionan de hidrégeno, alquilo C1 a Cs, halégeno, hidroxi,
haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano,
nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior,
alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que
los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con
halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado
conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir alquilo C1 a Cg, y €l otro de J, L, y M se
selecciona del grupo que consiste en formula VIC, férmula VID y férmula VIE

/R43
m | / Fi{‘t
Ra4s
_2Raz / yd
R41/ Ras
Férmula VIC Foérmula VID Férmula VIE

en la que uno de R41 y R4z es N y el otro es CH; en la que R43 es H o alquilo C4-Cg; en la que uno de Ras, Ras y Ras
es N, un segundo de Ras, Ras y Ras €s O, S, NH, o N(alquilo C1 a Cs), y €l tercero de Rus, Ras y Ras €s CH; y en la
que cualquier carbono de metino en el grupo heterociclico puede servir como punto de unién del grupo heterociclico
al compuesto de formula V.

En un modo de realizacién para el tratamiento de cancer, una cantidad farmacéuticamente aceptable del compuesto
de férmula V o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se administra a un individuo, en el que férmula V es

A \'

NR4R, W

Z

NN
)|\ J "
Z
N R L

Férmula V

RsR4N

en la que R, Ry, Rz, Rs, R4, A, B, V y W se definen como anteriormente para la formula |; y en la que dosde J,Ly M
se seleccionan de hidrégeno, alquilo C4 a Cs, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior,
alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior,
alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo
inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y
ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior,
alcoxi inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos
anteriores quiere decir alquilo C1 a Ce, y el otro de J, L y M es un sustituyente heterociclico en la que al menos un
heteroatomo es N, y en la que el propio sustituyente heterociclico puede estar opcionalmente sustituido una o0 mas
veces con alquilo Cy a Cs, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo
inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino
inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior,
dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi
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pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con haldégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi
inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores
quiere decir alquilo C1 a Ce.

En algunos modos de realizacién, dos de J, L, y M, se seleccionan de hidrégeno, alquilo C1 a Cs, halégeno, hidroxi,
haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano,
nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior,
alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que
los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con
halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado
conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir alquilo C1 a Cg, y €l otro de J, L, y M es un
sustituyente seleccionado del grupo que consiste en piperidina, perhidropirimidina, morfolina, piridina, pirimidina,
indol, isoindol, quinolina, isoquinolina, oxazol, tiazol e imidazol, en la que la piperidina, perhidropirimidina, morfolina,
piridina, pirimidina, indol, isoindol, quinolina, isoquinolina, oxazol, tiazol, o imidazol por si mismo puede estar
opcionalmente sustituido una o mas veces con alquilo C1 a Cs, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior,
haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo
inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo,
alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi,
arilalcoxi o ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior,
alquilo inferior, alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los
grupos anteriores quiere decir alquilo C a Ce.

En algunos modos de realizacion, dos de J, L, y M se seleccionan de hidrégeno, alquilo C1 a Cs, halégeno, hidroxi,
haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano,
nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior,
alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que
los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con
halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado
conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir alquilo C1 a Cg, y €l otro de J, L, y M se
selecciona del grupo que consiste en formula VIA y férmula VIB

|
/\ Ras
Rﬁz X T36
Rss, _~2Rss
N 7
R34 Rag R37 Ra4o
Foérmula VIA Férmula VIB

en la que al menos uno de Rsz, Rss, Rss, Rss y Rss es N y cualquiera de Rsp, Rss, Ras, R3s ¥ Rss que no sea N es CR;,
en la que para cada uno de Rasz, Ras, Ras, Rss y Rss que no sea N, Ry esta independientemente seleccionado de
hidrégeno, alquilo C1 a Cs, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo
inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino
inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior,
dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi
pueden ellos mismos estar independientemente sustituidos opcionalmente una o mas veces con haldgeno,
haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente
con cualquiera de los grupos anteriores es C1 a Cs;

en la que Rs7 es O, NH o NCHj;

en la que Rss es N o CH, y cuando Rss es CH, Rs7 es NH o NCHgs; en la que Rsg y Ra4o independientemente son
hidrégeno o CHs.

En otro modo de realizacién, cualquiera de cualquiera de Rsz, Ras, Rss, Rss y Rss que no sea N es CH.
En otro modo de realizacion, R es CHsz 0 CH2CHgs; R+, Rz, Rs y R4 son hidrégeno; uno de Ay B es hidrégeno y el otro

de Ay B es CHs; y Vy W son cada uno independientemente hidrogeno o alcoxi C1 a Cs.

41



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2595952713

En otro modo de realizacion, uno de V y W es metoxi y el otro es hidrégeno. En una variacion de este modo de
realizacion, V es metoxi y W es hidrégeno.

En otro modo de realizacion, al menos dos de Rsz, Rss, Ras, Ras, y Ras son N y los otros son CH.
En otro modo de realizacion, Rs7 es O y Rag Yy R4o son iguales y son hidrégeno o CHs.
En otro modo de realizacion, Rs7 es NH o NCH3 y Rag y Rag son hidrégeno.

En otros modos de realizacion, dos de J, L, y M se seleccionan de hidrégeno, alquilo C1 a Cs, halégeno, hidroxi,
haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano,
nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior,
alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que
los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con
halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado
conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir alquilo C1 a Cg, y €l otro de J, L, y M se
selecciona del grupo que consiste en férmula VIC, formula VID y formula VIE

/R43
m | / F&‘t
R
R / 45
a2 /
R41/ Rass
Férmula VIC Férmula VID Férmula VIE

en la que uno de R41 y Ra2 es N y el otro es CH; en la que Rs3 es H o alquilo C+-Cg; en la que uno de Rus, Ras, ¥ Ras
es N, un segundo de Rus, Rss, y Ras €s O, S, NH, o N(alquilo C4 a Cs), y el tercero de R4s4, Ras, y Ras €s CH; y en la
que cualquier carbono de metino en el grupo heterociclico puede servir como punto de union del grupo heterociclico
al compuesto de féormula V.

Ejemplo 1

Expresién, purificacién y ensayos enzimaticos

ChDHFR: Se expres6é ChDHFR-TS en E. coli y se purificé usando una columna de metotrexato-agarosa (Sigma).

hDHFR: Se amplificé el gen para hDHFR usando PCR de ADNCc obtenido a partir de ATCC. Se insert6 el gen en un
vector pET41 con una marca histidina C-terminal para cromatografia de afinidad. Se verificé la construccion
resultante por secuenciacion. Se expreso la proteina hDHFR en E. coli y se purificd usando una columna de afinidad
de niquel.

TgDHFR: Se determiné que la DHFR clonada de DHFR-TS de T. gondii era insoluble después del replegado a
concentraciones de proteina relativamente bajas (>1 mg/ml). Se predijo que la presencia de una regién de bucle no
estructurada (residuos 43-70) que no esta presente en otras proteinas DHFR volvia a la proteina insoluble. Se
retiraron estos residuos, dejando una region de bucle de cinco residuos caracteristica de otras especies diversas de
DHFR. La retirada de esta region de bucle no estructurada proporcioné una preparacion soluble de TgDHFR a
concentraciones en exceso de 18 mg/ml, una Unica especie por electroforesis en gel natural y con un nivel de
actividad igual a DHFE-TS de T. gondii y caracteristico de otras proteinas DHFR después del replegado.

CgDHFR: Se amplifico el gen que codifica CgDHFR por PCR a partir de ADN gendmico de C. glabrata obtenido a
partir de ATCC. Se insertd el gen en un vector pET41 que incluye una marca histidina C-terminal para cromatografia
de afinidad de niquel. Se transformaron células de E. coli y se verificé el plasmido resultante por secuenciacion. Se
expreso la proteina en células BL21 (DE3) de E. coli con induccion de isopropil-B-D-tiogalactésido. Después del
crecimiento, se lisaron las células con BugBuster (Novagen) y se centrifugaron; se cargé el sobrenadante en una
columna Ni-NTA. Se lavo la columna con Tris 20 mM (pH 8,0)/NaCl 0,4 M y se eluy6 la proteina usando un gradiente
de Tris 20 mM (pH 8,0), NaCl 0,3 M, glicerol al 20 %, EDTA 0,1 mM, DTT 2 mM, imidazol 250 mM. Se identificaron
las fracciones que contenian CgDHFR por SDS-PAGE, se combinaron y se desalaron usando una columna PD-10
con un tampén que contenia Tris 20 mM pH 8,0, glicerol al 20 %, EDTA 0,1 mM y DTT 2 mM. Se concentr6 la
proteina a 13 mg/ml.

Se realizaron ensayos de actividad enzimatica a 25 °C realizando un seguimiento del cambio en la absorbancia UV a
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340 nm en una solucidon que contenia acido tris(hidroximetil)metil-2-aminoetanosulfénico 50 mM pH 7,0, EDTA
1 mM, 2-mercaptoetanol 75 yM, 1 mg/ml de seroalbumina bovina, dihidrofolato 1 mM (Eprova), y fosfato de
dinucleodtido de nicotinamida y adenina (NADPH) 100 pM (Sigma) y concentraciones limitantes de enzima. Se dejo
que la enzima y el inhibidor se incubaran durante 5 min antes de afadir dihidrofolato para iniciar la reaccion. Se
realizaron ensayos enzimaticos al menos cuatro veces. Se calcularon los valores de Clsp y sus desviaciones
estandar en presencia de concentraciones variables de inhibidor préximas a la concentracion de Clso. Las
desviaciones estandar estan dentro del 10 % del valor informado.

Se realizaron ensayos antifungicos usando C. glabrata como una suspension en glicerol al 50 % a - 78 °C. Para la
prueba de susceptibilidad, se realizé una tanda de cultivo de reserva en agar SDA y se hizo crecer a 30 °C durante
48 h. Se recuperd una colonia pura del organismo de prueba de la placa, se suspendié en medio apropiado en un
cultivo en matraz de agitacion de 5 ml. Se diluyé una muestra del cultivo en matraz de agitacion a 1 x 10° células/ml
en el medio y se anadio a placas de prueba de 96 pocillos (100 pl por pocillo) que contenian los compuestos de
prueba dosificados en DMSO (1 pl). Se usaron anfotericina y cetoconazol como controles. Después de un periodo de
incubacion determinado a partir del tiempo de duplicacion especifico para la cepa, se afiadio Alamar Blue (10 yl), se
dejo incubar; se puntud cada pocillo para la reduccidon de colorante. Se tomé el valor de CIM como la menor
concentracion del compuesto de prueba que inhibe el crecimiento de modo que se observe una reduccién de menos
de un 1 % del componente de resazurina azul (Amax 570 nm) del Alamar Blue a la resorufina rosa (Amax 600 nm).

Calculo de la eficacia de ligando

La eficacia de ligando se expresa como la energia de unién por atomo distinto de hidrogeno (¢G/N atomos distintos
de hidrégeno) donde AG) -RT In Kd, aunque los valores de Clsp se pueden sustituir por Kd.9 Por lo tanto, se
calcularon las eficacias de ligando usando el cociente de ¢G) (1,99 cal K™ mol™)(300 K) (In Cls)(0,001 kcal/cal) y el
numero de atomos distintos de hidrégeno.

Modelado computacional

Se crearon todos los ligandos en Sybyl (Tripos, Inc.) y se comprobaron para corregir las geometrias. Estos se
protonaron selectivamente en el N1 del anillo 2,4-diaminopirimidina. Las cargas formales se calcularon
automaticamente.

Se usaron conjuntos de receptores para modelar la flexibilidad proteica. Se prepararon los receptores afiadiendo
hidrégenos, retirando aguas y calculando las cargas formales. Se crearon grupos de conjuntos tomando
instantaneas conformacionales de 500 fs a través de un ciclo de dinamica molecular de 10000 fs a 300 K usando el
Amber Force Field en Sybyl. A continuacion, se llevaron todas las estructuras a su minimo de energia local con un
gradiente de cambio de energia de 1000 iteraciones, bajo el supuesto de que no es probable que las
conformaciones de energia alta sean las bioactivas. La movilidad se limitd a un sitio activo especifico, como se
define por todos los atomos que entran dentro de una esfera de un radio especifico alrededor del ligando
cocristalizado. Para ChDHFR, se uso la estructura 1SEJ con una esfera de 6 A alrededor del nucleo triciclico del
ligando que define el sitio activo. Se usé 1KMV como la estructura de hDHFR. Se construyeron las cadenas laterales
no resueltas Asp 21 y Lys 62 usando los angulos de cadenas laterales mas comunes de un diccionario Lovell. Se
confind el movimiento de 1KMV a una esfera de 6A alrededor del ligando y los residuos de la regién de bucle PEKN
59 - 68. El residuo acido conservado (Glu 30) se mantuvo rigido en todo el MD para preservar el contacto de union
de hidrogeno a N1H esencial. No fue necesario mantener el residuo acido conservado rigido en el caso de ChDHFR
ya que el contacto se preservo a lo largo de la evoluciéon temporal.

El acoplamiento se llevé a cabo usando un Surflex-Dock implementado por Sybyl 7.3. Debido a la orientacion
conservada del resto 2,4-diaminopirimidina en el sitio activo, se pudo determinar la colocacion correcta del ligando.
Las puntuaciones informadas son las posturas de puntuacién superior con su orientacién conservada, determinada
por el N1H que entra dentro de la distancia de union a hidrégeno del residuo acido conservado y el NH; de C2 que
entra dentro de los 4,3 A del oxigeno de Thr conservado para preservar la orientacién plana del anillo monociclico.
Las puntuaciones se promediaron en el conjunto.

Ejemplo 2

Quimica, modelado y evaluacion biolégica

Analisis estructural de DHFR de C. hominis y T. gondii.

Se ha informado previamente de la estructura cristalina de ChDHFR con diferentes ligandos, sin embargo, hasta la
fecha, no se ha determinado experimentalmente la estructura de TgJDHFR. Se han creado modelos de homologia de
TgDHFR en base a la estructura estrechamente relacionada de DHFR de Mus musculus (PDB ID: 1U7014). Se
minimiz6 el modelo de TgDHFR, y un analisis de Ramachandran mostré una buena conservacion de la morfologia
de modo que la geometria del esqueleto caiga fuera de las regiones permitidas para solo seis residuos en regiones
de bucle. El modelo se validé adicionalmente acoplando once inhibidores con valores de Cls; determinados en el
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sitio activo y logrando una correlaciéon de un 50,2 % con las constantes de inhibicion medidas.

Las superposiciones de la estructura cristalina de ChDHFR y el modelo de homologia de TgDHFR muestran que las
dos enzimas son muy similares, tanto en el pliegue general como en la identidad y disposicion de muchos residuos
del sitio activo. Rodeando el sistema de anillo de pteridina de metotrexato, un inhibidor potente modelado en ambos
sitios, estan residuos que se conservan entre las dos especies: un residuo de acido aspartico (aminoacido 32 en Ch,
y aminoacido 31 en Tg) forma una interaccion electrostatica con el N1 protonado y un enlace de hidrégeno con el
grupo amino en la posicién, asi como Thr (aminoacido 134 en Ch, y aminoacido 172 en Tg), Val (aminoacido 9 en
Ch, y aminoacido 8 en Tg) y Phe (aminoacido 36 en Ch y aminoacido 35 en Tg) que forman interacciones de van der
Waals. El enlazador entre la pteridina y el acido para-aminobenzoico (pABA) esta rodeado por un Thr conservado
(aminoacido 58 en Ch y aminoacido 83 en Tg) Thr y un residuo no conservado: Cys 113 en Ch y Val 151 en Tg. El
anillo de pABA se une en una cavidad hidréfoba menos bien conservada compuesta de lle 62 en Ch (Met 87 en Tg),
Leu 67 en Ch (Leu 94 en Tg) y Leu 33 en Ch (Phe 32 en Tqg).

En ambas especies, los modelos de TMP muestran interacciones electrostaticas y de enlace de hidrégeno entre el
N1 protonado y el grupo amino en la posicién C2 del anillo de pirimidina y el Asp conservado en el sitio activo. Esta
interaccion entre el 2,4-diaminopirimidina y un residuo acido en el sitio activo se conserva en muchas especies de
DHFR. Sin embargo, la region de enlazador de TMP parece que es demasiado corta para extender el anillo
trimetoxifenilo completamente en la cavidad hidréfoba ocupada normalmente por el anillo pABA de MTX, lo que
explica posiblemente la menor potencia in vitro de TMP contra estas especies. En base a estos analisis
estructurales, surgié una estrategia relativamente simple para incrementar la potencia de TMP para los dos
organismos diana extendiendo la longitud del enlazador entre los dos anillos aromaticos.

Ejemplo 3

Disefio y sintesis de analogos de TMP extendidos

Para probar la hipotesis de que la extension de la distancia entre los anillos diaminopirimidina y fenilo de TMP
lograria una mayor potencia contra ChDHFR y TgDHFR, se exploré el uso de un enlazador de dos carbonos en lugar
del puente de metileno individual que se encuentra en TMP. Se ha informado previamente de la sintesis de varios
derivados de 5-etinilpirimidina con restos no bencilicos y parece que estos compuestos inhiben T. gondii y dos
especies de DHFR fungica. Se acoplaron derivados de TMP que contienen enlazadores saturados alifaticos, cis y
trans olefinicos, o acetilénicos en la estructura cristalina de ChDHFR, elegida porque se determind a partir de datos
experimentales. Los analogos de TMP con enlazadores olefinicos y acetilénicos rigidos permitieron que la
diaminopirimidina se acoplara en la orientacion apropiada pero estos enlazadores impidieron que el anillo
trimetoxifenilo ocupara la cavidad hidréfoba biolégicamente relevante. Sin embargo, parece que el alto grado de
flexibilidad permitido por un puente de etileno saturado permitia que ambos anillos ocuparan sus respectivas
cavidades. Se desarrollé una via sintética directa y de alto rendimiento para un compuesto de pirimidinilo con un
enlazador de etileno que permitia casualmente la preparacion de toda la serie de analogos de TMP de las
composiciones y procedimientos descritos en el presente documento.

La diaminopirimidina comercialmente disponible 4 se pudo yodar directamente en la posicion C5 para dar 5-
yodopirimidina-2,4-diamina. La conversion directa al derivado tolano de 5-[(3,4,5-trimetoxifenil)etinil]pirimidin-2,4-
diamina se logro a través de una reaccion de acoplamiento de reaccion de acoplamiento de Sonagashira catalizada
con paladio con trimetoxifenilacetileno, preparado por extension de Corey-Fuchs del correspondiente aldehido. La
hidrogenacion catalitica de 5-[(3,4,5-trimetoxifenil)etinil]pirimidin-2,4-diamina se empled a continuacién para preparar
el analogo totalmente saturado (es decir, 5-[2-(3,4,5-trimetoxifenil)etil]pirimidina-2,4-diamina). De forma interesante,
en condiciones de hidrogenacion estandar, se descubrié que la segunda reduccion era muy lenta, y el enlazador Z
olefinico se pudo aislar y purificar. La equilibracién para el isémero E termodinamicamente mas estable se llevé a
cabo por tratamiento con yodo y permitié un facil acceso a toda la serie de puentes de dos carbonos. El examen de
estos TMP extendidos en ensayos de inhibicién enzimatica estandar reveld que los analogos eran inactivos. Se
esperaba que los analogos que contenian un enlazador etinilo o grupo etenilo E o Z etenilo mostraran una actividad
escasa de los estudios de acoplamiento, pero se esperaba lo contrario para el derivado totalmente saturado. Sin
embargo, el enlazador de etileno totalmente saturado no mostré una buena actividad.

Ejemplo 4

Disefio y sintesis de la serie unida a propargilo

Se supuso que el fracaso en la obtencién de compuestos activos que contienen un enlazador etinilo, un enlazador
de grupo etenilo E o Z, o un enlazador etileno se debia a una mezcla de efectos entropicos y conformacionales.
Aungue un compuesto que contiene un enlazador etileno puede adoptar faciimente una conformaciéon que permita
que ambos anillos aromaticos ocupen sus respectivas cavidades de unién, lo hace con una penalizacién entrépica
significativa inducida por la organizaciéon alrededor del enlazador altamente flexible (existe un incremento de dos
enlaces rotables en TMP a tres). Los otros tres compuestos de esta serie (es decir, el enlazador etinilo y enlazador
de grupo etenilo E o Z) tienen una menor entropia interna pero no pueden llegar a las conformaciones que son
productivas para la union. El redisefio de esta serie apuntd hacia analogos con un numero limitado de enlaces
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rotables pero mas libertad para que los dos anillos aromaticos encuentren cavidades de unién apropiadas. El uso de
un éter propargilico de tres carbonos parecia un disefio potencial, ya que mantiene el mismo nimero de grados de
libertad que TMP, pero permite que los dos anillos exploren el espacio mas estructural independiente entre si. El
acoplamiento de las dos estructuras enlazadas a propargilo alternativas reveld que seria preferente la union del
grupo trimetoxifenilo al carbono de metileno en lugar del carbono de alquino. El derivado de alquino homologado (5-
etinil-1,2,3-trimetoxibenceno) usado para la sintesis se prepard en tres etapas a partir del acido comercialmente
disponible acido (3,4,5-trimetoxifenil)acético. La reduccion de acido (3,4,5-trimetoxifenil)acético al alcohol, seguido
de la oxidacion de Dess-Martin, produjo el aldehido correspondiente que se condensé con el reactivo de Ohira-
Bestmann para suministrar directamente el acetileno terminal 5-etinil-1,2,3-trimetoxibenceno. Este alquino participd
en las reacciones de acoplamiento de Sonagashira con los derivados pirimidinilo para dar los compuestos de las
composiciones y procedimientos descritos en el presente documento. Se descubri6 que 5-[3-(3,4,5-
trimetoxifenil)prop-1-in-1-il]pirimidin-2,4-diamina inhibi6 ChDHFR con un valor de Clsg mejor que 100 uM y TgDHFR
con un valor de Clsp también mejor que 100 uM. La extension del anillo fenilo parecié incrementar las interacciones
con la cavidad hidréfoba, especificamente con lle 62 y Leu 67, como se predijo. Sin embargo, la extension del fenilo
también provocé una pérdida de interacciones lipéfilas con Leu 25, Leu 33, y Phe 36 y cred una cavidad préxima a la
posicion C6 del anillo pirimidina. Esta area esta ocupada normalmente por condensaciones de anillos secundarios
en inhibidores potentes tales como MTX. Un analisis adicional del TMP acoplado y 5-[3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-1-
in-1-il]pirimidin-2,4-diamina también reveld un segundo espacio vacio préximo a Cys 113 dentro del sitio de unién.

Para los procedimientos de acoplamiento usando Flo98, se definieron los sitios activos de ambas proteinas como
todos los residuos con un atomo que entra dentro de la esfera de 11 A alrededor del ligando cocristalizado. El
protocolo de cartografia ProtoMol automatico dentro de Surflex-Dock exploré todo el sitio activo y se usé para fines
de acoplamiento. EI NADPH cocristalizado se incluyé en la definicion del sitio activo. Se acoplaron colecciones de
los analogos usando Flo98 como se analiz6 previamente y también usando Surflex-Dock como un médulo Sybyl.
Todos los resultados de acoplamiento se comprobaron para corregir la orientacion como se define por las
interacciones de enlaces de hidrogeno conservados entre el N1 protonado de la 2,4-diaminopirimidina y Asp 32. Las
energias conformacionales resultantes también se comprobaron para conflictos estéricos y geometrias poco
realistas.

Ejemplo 5

Analisis y propiedades de los compuestos

HPLC

Las muestras (0,1 mg/ml en CHCIs al 14 %, Na;HPO, 10 mM, pH 6) se analizaron isocraticamente (CHsCN al 4 %,
Naz;HPO,4 10 mM pH 6, 1,5 ml/min) usando una columna Chiral-AGP Chrom Tech (4,0 mm X 100 mm) y un Beckman
Coulter System Gold HPLC con detector PDA.

Se us6 una combinacion de Flo98 y Surflex-Dock con el entorno Sybyl para evaluar las puntuaciones de
acoplamiento para sustituciones de metilo en la posicién 6 del anillo pirimidina y ubicaciones propargilo en la 5-[3-
(3,4,5-trimetoxifenil)prop-1-in-1-il]pirimidin-2,4-diamina. Flo98 realiza una busqueda de Monte Carlo para las mejores
posturas de acoplamiento en una diana flexible y guarda un conjunto de complejos proteina: ligando con
puntuaciones de energia asociadas. Surflex-Dock no se acopla en el sitio de unién sino que una diana de ProtoMol
que se crea por sondeo del sitio activo con fragmentos moleculares pequefios. A continuacion, los ligandos se
fragmentan y se incorporan en el ProtoMol basandose en una funcidon de puntuacién empirica que representa los
términos hidréfobos, polares, repulsivos, entrépidos y de solvatacion.

La puntuacion de acoplamiento de 5-[3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-1-in-1-il]pirimidin-2,4-diamina con grupos metilo en
las dos cavidades indicadas fue mayor que la del compuesto no sustituido 5-[3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-1-in-1-
illpirimidin-2,4-diamina. Debido a que Surflex-Dock no puede evaluar un compuesto racémico, se evaluaron ambos
enantiomeros R y S del compuesto con un metilo en la posicion de propargilo. Ambos aparecen igualmente viables
en el andlisis visual y tenian muchas de las mismas interacciones con los residuos cercanos. Todos los complejos
presentaron el posicionamiento de 2,4-diaminopirimidina "correcto” dentro del sitio de unién, con enlaces de
hidrégeno para Val 9, Val 10, Asp 32 y Thr 134.

La estructura de propargilo parecia ser superior a TMP para la colocacion de los sustituyentes en estas cavidades,
asi como para el impacto sintético en la distribucién conformacional mientras que se mostré computacionalmente
que las interacciones entre la sustitucion en C6 y el anillo arilo en la serie propargilo no eran significativas. Resulté
posible extender el éxito anterior de las reacciones de acoplamiento de Sonagashira para instalar la sustitucion en
C6 de los inhibidores extendidos. El acoplamiento cruzado del derivado de acetileno 5-etinil-1,2,3-trimetoxibenceno
con el derivado de yodopirimidina conocido 5-yodo-6-metilpirimidin-2,4-diamina (preparado a partir de 2-amino-4-
cloro-6-metilpirimidina comercialmente disponible por aminacién y yodacion) proporciono el derivado con metilo en
C6 (es decir, 6-metil-5-[3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-1-in-1-ilJpirimidin-2,4-diamina). Como se predijo tanto por el
analisis visual del compuesto acoplado como por las puntuaciones de acoplamiento, este compuesto se mostré
bueno contra ambas enzimas con valores de Clso mejores de 100 uM contra ChDHFR y TgDHFR, respectivamente.
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La segunda cavidad vacante proxima al residuo Cys 113 en ChDHFR también se exploré empleando sustituciones
en el puente de metileno de TMP. El TMP con metilo en C7 (rac) tiene un valor de Clso de 340 pM, y TMP con etilo
en C7 (rac) mostré una mejora sobre TMP, con un valor de Clsg de 4 mM. La modificacion de la estructura extendida
de propargilo parecia ser una via mejor para explotar esta cavidad, ya que la sustitucion formaria potencialmente
interacciones de mayor afinidad con Cys 113. También se exploraron tres sustituyentes diferentes (metilo, hidroxilo y
metoxi) en la posicién propargilica. Se prepararon los nuevos acetilenos terminales para estos derivados, como
racematos, de manera directa. La trimetoxiacetofenona comercialmente disponible se homologdé con el
correspondiente aldehido a través de la condensacion de Wittig e hidrolisis del éter endlico resultante.

Una homologacion de Corey-Fuchs modificada proporcion6é el acetileno racémico que se acopléd con varios
derivados de yodopirimidina (tales como 5-yodopirimidina-2,4-diamina y 5-yodo-6-metilpirimidina-2,4-diamina) para
producir los analogos correspondientes. La instalacion de un sustituyente hidroxi o metoxi se pudo lograr de manera
directa a partir del aldehido correspondiente (es decir, 3,4,5-trimetoxibenzaldehido). Este se convirtié en el alcohol
propargilico a través de la adicion de acetiluro, y a continuacion los acoplamientos de Sonagashira estandar dieron
los analogos 3-(2,4-diamino-5-il)-1-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-in-1-ol y 3-(2,4-diamino-6-metilpirimidin-5-il)-1-(3,4,5-
trimetoxifenil) prop-2-in-1-ol con un alto rendimiento. De forma alternativa, el alcohol se puede convertir en el
correspondiente éter metilico (es decir, 1,2,3-trimetoxi-5-(1-metoxiprop-2-in-1-il)benceno) en condiciones estandar y
acoplarse de forma cruzada de manera analoga para suministrar pirimidinas 5-[3-metoxi-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-
1-in-1-illpirimidin-2,4-diamina y 5-[3-metoxi-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-1-in-1-il]-6-metilpirimidin-2,4-diamina. De
nuevo, como se predijo a partir de los complejos acoplados, el compuesto de propargilo sustituido con metilo, 6-
metil-5-[3-(3,4,5-trimetoxifenil)but-1-in-1-il]pirimidin-2,4-diamina, presentd una potencia muy buena con valores de
Clso mejores de 100 uM contra ChDHFR y TgDHFR, respectivamente. Los compuestos de propargilo sustituidos en
hidroxi y metoxi también presentaron valores de Clsy mejores de 100 uM. Ambos enantidmeros del derivado
doblemente metilado 6-metil-5-[3-(3,4,5-trimetoxifenil)but-1-in-1-il]pirimidin-2,4-diamina se exploraron en ensayos de
inhibicién de ChDHFR y TgDHFR. Para llevar a cabo la sintesis de los dos analogos enantiomeros, se realizé una
alquilacién asimétrica mediada por oxazolidinona de Evans (véase el esquema 20). La adicion de dos
oxazolidinonas de litio diferentes al anhidrido mixto derivado del acido dio lugar a las imidas 29 y 30 que se pudieron
alquilar para producir 31 y 32 con una diastereoselectividad bastante alta. Era légico examinar los isomeros
individuales en el centro estereogénico para determinar si uno de los enantidmeros era mas activo que el otro.
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Esquema 20

El diasteredmero menor no se pudo retirar completamente durante la purificacion y se llevo a las siguientes etapas.
La reduccion parcial de la imida con DIBAL-H produjo los aldehidos 33 y 34 que se homologaron de inmediato como
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se describe en la sintesis racémica para dar los alquinos terminales 35 y 36. El acoplamiento cruzado con el
derivado de yodopirimidina 5-yodo-6-metilpirimidina-2,4-diamina dio los dos enantiomeros 37 y 38 en un 90 y 95 %
de ee, respectivamente, como se determind por analisis de HPLC usando una columna de fase estacionaria quiral.
Los dos enantiémeros presentaron ambos afinidades por las enzimas protozoicas con valores de Clsp inferiores a
100 pM.

Los compuestos de las composiciones y procedimientos descritos en el presente documento presentan una mejora
en la potencia, asi como una mejora en la eficiencia de ligando. El valor éptimo de Clsp para los compuestos
anteriores fue de 13 nM dando todos los compuestos de las composiciones y procedimientos descritos en el
presente documento valores de Clso mejores que 100 M.

Analisis general

Los espectros de 'H y 3C se registraron a 500 y 125 MHz, respectivamente, en un espectrometro Inova 500 de
Varian. Todos los puntos de fusion estan sin corregir. La espectrometria de masas de alta resolucion se realizd en
un espectrometro Kratos MS-50 por el laboratorio de espectroscopia de masas de la Universidad de Washington.
Los analisis elementales se proporcionaron por Atlantic Microlabs, Inc. Todos los reactivos se usaron directamente a
partir de fuentes comerciales a menos que se indique de otro modo.

Procedimiento general para acoplamientos de Sonagashira

A un tubo sellado se le afiadié la yodopirimidina (1,0 mmol). Se afiadié DMF (5,0 ml) y la mezcla se agit6 hasta que
se disolvieron todos los solidos. Se afadié Pd-(PPh3).Cl, (49,0 mg, 0,07 mmol) seguido de Cul (13,3 mg, 0,07
mmol), EtsN (5,0 ml), y el arilacetileno (2,0 mmol). Se sell6 el tubo y se dispuso en un bafio de aceite a 100 °C. La
reaccion se agité a 100 °C durante 2 h y se enfrié6 a temperatura ambiente. El disolvente se retird y el residuo se
purificd por cromatografia flash (SiO,, 30 g) usando MeOH al 2 % en CHCIs como eluyente para proporcionar los
productos acoplados. Las muestras analiticas se prepararon por recristalizacion a partir de MeCN.

2.4-Diamino-5-yodopirimidina. A un matraz de fondo redondo de 100 ml secado a la llama se le afnadi6 2,4-
diaminopirimidina (1,0 g, 9,08 mmol) en MeOH (30 ml) seguido de la adicion gota a gota de ICI (30 ml, 29,06 mmol).
La solucion se agité a 25 °C durante 15 h y después el disolvente se retiré a presion reducida. El aceite viscoso
resultante se agitd en Et,O (40 ml) durante 45 min. El sélido resultante se separd por filtracion y se lavé con Et,0 (3
X 10 ml) para proporcionar la sal de HCI en forma de un sélido amarillo (3,14 g). La sal en bruto se suspendié en
NaOH 1,0 N (100 ml) y se agit6 a 25 °C durante 2 h. Los sdlidos se filtraron, se lavé con agua (2 X 10 ml) y se secé
para proporcionar 2,4-diamino-5-yodopirimidina como un polvo marrén (1,71 g, 80 %). Se prepard una muestra
analitica por recristalizacion en MeCN para dar 2,4-diamino-5-yodopirimidina en forma de cristales incoloros: Rf =
0,25 (9:1, CHCl3:MeOH); pf = 212-214 °C; RMN de 'H (DMS0-d6) & 7,92 (s, 1H), 6,40 (s, 2H),6,10 (s, 2H); RMN de
3C (DMSO-d6) & 162,8, 162,7, 162,0, 61,2; HREI[M+] 235,9559 (C4HsIN, calculado: 235,9559); Anal. (C4HsINs) C,

5-Etinil-1,2,3-trimetoxibenceno. A un matraz de fondo redondo de 50 ml secado a la llama se le afiadié CBr4 (2,54 g,
7,65 mmol). Se afiadio DCM (20 ml) y se enfrié la solucién a 0 °C. Se afiadié PhsP (4,01 g, 15,30 mmol) y se agito la
solucién a 0°C durante 15 min. Se afiadié gota a gota 3,4,5-trimetoxibenzaldehido (1,0 g, 5,10 mmol) en DCM
(6,0 ml). Se agit6 la solucion a 0 °C durante 5 min. Se retird el disolvente a presion reducida, y se filtrd el aceite
resultante a través de un tapén de silice y se lavé con Hex:EtOAc (9:1, 500 ml; 4:1, 500 ml). Se concentraron las
capas organicas combinadas para dar la dibromo-olefina en bruto (2,31 g, 128 %), que se disolvié en THF (60 ml) y
se enfrié a -78 °C. Se afiadio gota a gota n-BuLi (13,1 ml, 19,68 mmol, 1,5 M) y se agité la solucién a -78 °C durante
30 min. Se afadié NH4ClI saturado (10 ml) y se calent6 la solucién a temperatura ambiente. Se separaron las capas
y se lavaron las capas organicas con salmuera (10 ml), se secé sobre Na,SO4 anhidro, y se concentrd. Se purificé el
residuo por cromatografia ultrarrapida (SiO,, 80 g) usando EtOAc al 10 % en hexanos como eluyente para
proporcionar 5-etinil-1,2,3-trimetoxibenceno como un aceite incoloro (0,770 g, 79 %): Rf = 0,30 (4:1, Hex:EtOAc);
RMN de "H (CDCl3) & 6,71 (s, 2H), 3,84 (s, 3H), 3,83 (s, 6H), 3,03 (s, 1H); RMN de ">C (CDCl3) & 153,1, 117,1,
109,4, 103,3, 83,8, 76,4, 61,0, 56,2, 56,1; HRFAB [M + Li] 199,0952 (C11H120sLi calculado: 199,0946).

2,4-Diamino-5-(2-(3,4,5-trimetoxifenil)etinil)pirimidina Se dejé que 2,4-diamino-5-yodopirimidina (236 mg) reaccionara
con 5-etinil-1,2,3-trimetoxibenceno (384 mg) como para el procedimiento general para proporcionar 2,4-diamino-5-(2-
(3,4,5-trimetoxifenil)etinil)pirimidina como un polvo blanco (270 mg, 90 %): Rf = 0,28 (9:1, CHCl3:MeOH); pf = 202-
204 °C; RMN de 'H (DMSO-d6) & 7,94 (s, 1H), 6,90 (s, 2H), 6,37 (s, 2H), 3,79 (s, 6H), 3,67 (s, 3H); RMN de "°C
(DMSOd6) & 163,4, 162,2, 159,4, 159,2, 152,8, 137,6, 118,6, 108,3, 108,2, 94,7, 89,8, 83,4, 60,2, 60,1, 56,0, 55,9;
Anal. (C15H15N403) C, H, N.

(2)-2,4-diamino-5-(3,4,5-trimetoxistiril)pirimidina. (300 mg, 1,00 mmol) se dispuso en un matraz de agitacion de
100 ml. Se afadié EtOH (30 ml), y la mezcla se agité hasta que todos los sélidos se disolvieron. Se afiadié Pd al
5 %IC (50 mg), y se dispuso la suspension en un aparato de hidrogenacion. Se dejé que la reaccién se desarrollara
a 45 psi H2 durante 5 h. La mezcla se filtré a través de Celite y se lavé con EtOAc (15 ml). El disolvente se retird y el
residuo se purifico por cromatografia flash (SiO2, 30 g) usando MeOH al 5% en CHCIz como eluyente para
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proporcionar (Z)-2,4-diamino-5-(3,4,5-trimetoxiestiril)pirimidina en forma de un polvo blanco (100 mg, 33 %, 81 %
borsm) que se recristalizd a partir de MeCN: Rf = 0,33 (9:1, CHCI3:MeOH) ; pf = 175-177 °C; RMN de H (acetona-
deé) 6 7,69 (s, 1H), 6,63 (s, 2H), 6,47 (d, J) 11,9 Hz, 1H), 6,27 (d, J) 11,9 Hz, 1H), 5,66 (s, 2H), 5,49 (s, 2H), 3,68 (s,
3H), 3,67 (s, 6H); RMN de "°C (CD30D) 5 163,5, 163,3, 156,2, 154,3, 138,6, 134,0, 133,0, 122,6, 107,3, 106,4, 61,1,
56,4; HRESI [M + H] 303,1446 (C15H19N4O3 calculado: 303,1457).

(E)-2,4-Diamino-5-(3,4,5-trimetoxistiril)pirimidina (45,0 mg, 0,149 mmol) se suspendié en THF seco (1,5ml). Se
afiadio 12 (4,0 mg, 0,0149 mmol) y la reaccién se dejé en agitacion a 23 °C durante 30 min, después de este tiempo
todo el material estaba en solucion. La solucion roja se diluyé con THF (5,0 ml), y se afadié Na;S;03 (1,0 ml). Las
capas se separaron y las capas organicas se lavaron con agua (5,0 ml) y salmuera (5,0 ml) y se secaron sobre
MgSO, anhidro. El disolvente se retird y el residuo se purificé por cromatografia flash (SiO2, 5,0 g) usando MeOH al
5 % en CHCIs como eluyente para proporcionar (E)-2,4-diamino-5-(3,4,5-trimetoxiestiril)pirimidina en forma de un
polvo amarillo (36 mg, 80 %) que se recristalizé a partir de MeCN: Rf = 0,28 (9:1, CHCI3: MeOH) ; pf = 182-184 °C;
RMN de 'H (acetona-d6) & 8,09 (s, 1H), 7,07 (d, J ) 15,9 Hz, 1H), 6,85 (s, 2H), 6,82 (d, J) 15,9 Hz, 1H), 5,94 (s, 2H),
5,51 (s, 2H), 3,83 (s, 6H), 3,71 (s, 3H); RMN de "°C (CDCl3) 5 161,6, 161,3, 154,7, 153,4, 138,0, 132,9, 129,1, 119,8,
107,0, 103,4, 60,9, 56,1; HRESI [M + H] 303,1446 (C15H19N4O3 calculado: 303,1457).

2,4-Diamino-5-(3,4,5-trimetoxifenetil)pirimidina. (100 mg, 0.333 mmol) se dispuso en un matraz de agitacion de
100 ml. Se afiadié MeOH (20 ml), y la mezcla se agit6 hasta que se disolvieron los sdlidos. Se afiadioé Pd al 10 %/C
(100 mg), y se dispuso la suspension en un aparato de hidrogenacion. Se dejé que la reacciéon se desarrollara
durante 10 horas a 50 psi H2. El residuo solido se filtré a través de Celite y se lavé con metanol (10 ml). El disolvente
se retird y el residuo se purificéd por cromatografia flash (SiO., 10 g) usando MeOH al 10 % en CHCIl3 como eluyente
para proporcionar 2,4-diamino-5-(3,4,5-trimetoxifenetil)pirimidina en forma de un polvo blanco (88,0 mg, 87 %): Rf =
0,06 (9:1, CHCl3:MeOH); pf = 155-157 °C; RMN de 'H (DMSO-d6) & 7,46 (s, 1H), 6,56 (s, 2H), 6,22 (s, 2H), 5,65 (s,
2H), 3,74 (s, 6H), 3,61 (s, 3H), 2,65-2,62 (m, 2H), 2,52-2,49 (m, 2H); RMN de "°C (DMSO-d6) & 162,3, 162,0, 155,0,
152,6, 137,5, 135,5, 105,8, 105,8, 60,0, 55,6, 35,0, 29,1; Anal. (C1sH20N4O3) C, H, N.

1,2,3-Trimetoxi-5-(prop-2-inil)benceno. A un matraz de 11 secado a la llama se le afiadié LiAlHs (3,85 g, 101,4
mmol). Se afadié Et;O (250 ml) y se enfri6 la suspension a 0 °C. Se afiadioé gota a gota acido trimetoxifenilacético
(15,3 g, 67,6 mmol) en Et,0O (50 ml) y la reaccion se dejé en agitacion a 0 °C durante 1 h. Se afiadio agua (50 ml) y
la solucidn se calentd a temperatura ambiente. Los sdlidos se separaron por filtracion y se lavaron con Et;O (3 X
25 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (25 ml), se secd sobre Na;SO, anhidro, y se
concentré para dar el alcohol en bruto (13,4 g, 93 %). El alcohol en bruto (13,3 g, 62,7 mmol) se disolvi6 en DCM
(125 ml). Se afiadio peryodinano de Dess-Martin (39,8 g, 94,0 mmol) y se agito la reaccion a temperatura ambiente
durante 1 h. Se afiadid6 NaHCO3 saturado:Na;S,03 saturado (1:1, viv, 20 ml) y se agit6 la reacciéon durante 30 min.
Se lavo la capa organica con salmuera (25 ml), se sec6 sobre Na,SO4 anhidro, y se concentrd para dar aldehido 12
(13,1 g, 96 %). Los espectros fueron idénticos a los valores de la literatura.

El reactivo de Ohira-Bestmann (15,1 g, 78,6 mmol) se disolviéo en MeOH (260 ml) y la reaccion se enfrié a 0 °C. Se
afadié 12 (11,0 g, 52,3 mmol) seguido de K,COs3 (15,9 g, 115,0 mmol). La reaccion se dejé en agitacion a 0 °C
durante 1 h y se calentd a temperatura ambiente, y se filtraron los sélidos. Las capas organicas se concentraron y el
residuo se purificd por cromatografia flash (SiO2, 500 g) usando EtOAc al 10 % en hexanos como eluyente para
proporcionar 1,2,3-trimetoxi-5-(prop-2-inil)benceno como un aceite incoloro (5,61 g, 52 %): Rf = 0,20 (10 % EtOAc);
RMN de 'H (CDCls) & 6,58 (s, 2 H), 3,86 (s, 6 H), 3,83 (s, 3H), 3,55 (s, 2 H), 2,22 (s, 1 H); RMN de "*C (CDCl3) &
153,28, 136,75, 131,70, 104,89, 81,87, 70,69, 60,80, 56,06, 24,99; HREI[M+] 206,0943 (C12H1403 calculado:
206,0943).

2,4-Diamino-5-(3-(3,4,5-trimetoxifenl)prop-1-inil)pirimidina. Se dej6 que 2,4-Diamino-5-yodopirimidina (236 mg)
reaccionara con 1,2,3-trimetoxi-5-(prop-2-inil)benceno (412 mg) al igual que para el procedimiento general para
proporcionar 2,4-diamino-5-(3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-1-inil)pirimidina como un polvo blanco (251 mg, 80 %): Rf =
0,23 (9:1, CHCI3:MeOH); pf = descompuesto por encima de 190 °C; RMN de H (DMSO-d6) 6 7,84 (s, 1H), 6,71 (s,
2H), 6,26 (s, 2H), 3,80 (s, 2H), 3,77 (s, 6H), 3,63 (s, 3H); RMN de °C (DMSO-d6) & 163,8, 162,2, 158,7 152,8, 136,0,
132,8, 105,2, 93,1, 90,1, 76,5, 60,1, 55,8, 25,6; Anal. (C1cH1gN4O3) C, H, N.

2.4-Diamino-5-yodo-6-metilpirimidina. A un recipiente a presién de acero de 100 ml se le anadié 2-amino-4-cloro-6-
metilpirimidina (4,00 g, 28,00 mmol). Se afiadié una solucion saturada de NHz en MeOH (40 ml) y se sell6 el
recipiente. El recipiente a presion se dispuso en un bafio de aceite a 160 °C y se calenté durante 15 h. El recipiente
se enfrié a 0 °C y se abrid y el disolvente se retiré para dar la diaminopirimidina en bruto (4,4 g) como la sal de HCI.
La sal en bruto se disolvié en MeOH (82,5 ml), y se afiadié gota a gota ICI (82,5 ml) durante 50 min. La reaccion se
agité a 25 °C durante 14 h y se retird el disolvente. El aceite viscoso se agité en Et,O (300 ml) durante 30 min. El
solido resultante se filtr6 y se lavé con Et;O (3 X 20 ml) para dar la pirimidina yodada en bruto como un sélido
amarillo (10,1 g). Los solidos se suspendieron en NaOH 1,0 N (300 ml) y se agité a 25 °C durante 2 h. Los solidos se
filtraron, se lavaron con agua (2 X 20 ml), y se dejé que se secaran para proporcionar 2,4-diamino-5-yodo-6-
metilpirimidina como un polvo blanco (5,6 g, 80 %). Se preparé una muestra analitica por recristalizacion en MeCN
para dar 2,4-diamino-5-yodo-6-metilpirimidina en forma de cristales incoloros: Rf = 0,25 g9:1, CHCI3:MeOH); pf =
154-156 °C; RMN de "H (DMSO-d6) & 6,38 (s, 2H), 6,09 (s, 2H), 2,24 (s, 3H); RMN de °C (DMSO-d6) & 166,7,
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163,0, 162,3, 63,8, 28,4; HREI[M+] 249,9715 (CsH7IN4 calculado: 249,9715); Anal. (CsH7IN4) C, H, N.

2,4-Diamino-5-(3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-1-inil)-6-metilpirimidina. Se dejoé que 2,4-diamino-5-yodo-6-metilpirimidina
(250 mg) reaccionara con 1,2,3-trimetoxi-5-(prop-2-inil)benceno (412 mg) al igual que para el procedimiento general
para proporcionar 2,4-diamino-5-(3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-1-inil}-6-metilpirimidina como un polvo blanco (280 mg,
85 %): Rf = 0,31 (9:1, CHCl3:MeOH); pf = 164-166 °C; RMN de 'H (DMSO-d6) & 6,72 (s, 2H), 6,42 (s, 2H), 3,85 (s,
2H), 3,76 (s, 6H), 3,63 (s, 3H), 2,24 (s, 3H); RMN de "*C (DMSO-d6) 5 165,0, 164,3, 159,7, 152,8, 135,9, 132,8,
105,0, 96,3, 89,3, 75,8, 60,0, 55,8, 25,7, 21,7; HRFAB [M + Li] 335,1679 (C17H20N4OsLi calculado: 335,1695).

5-(But-3-in-2-il)-1,2,3-trimetoxibenceno. A un matraz de fondo redondo de 250 ml secado a la llama se le afadio
bromuro de metoximetiltrifenilfosfonio (10,28 g, 30,0 mmol). Se afiadié THF (100 ml) y la solucién se enfrié a 0 °C.
Se afadi6é gota a gota n-BulLi (14,0 ml, 30,0 mmol, 2,2 M) y la solucién se agité a 0 °C durante 30 min. Se anadio
gota a gota 3,4,5-trimetoxiacetofenona (5,26 g, 25,0 mmol) en THF (25 ml). La reaccion se agité a 0 °C durante 30
min, y después se afhadié agua (30 ml). Las capas se separaron, y la capa acuosa se extrajo con Et;0 (3 X 20 ml).
Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (30 ml), se sec6 sobre Na;SO4 anhidro y se concentro. El
residuo se purifico por cromatografia flash (SiO2, 50 g) usando EtOAc al 5 % en hexanos como eluyente para
proporcionar el éter endlico (4,35 g, 73 %). El éter endlico (4,35 g, 18,26 mmol) se disolvié en THF (37,0 ml). Se
afadié HCI concentrado (3,0 ml) y la solucién se calento a reflujo. La solucién se agit6 a reflujo durante 3 h y se dejo
enfriar a temperatura ambiente. Se afiadié agua (10 ml), y las capas organicas se lavaron con NaHCO3 sat. (10 ml) y
salmuera (10 ml), se secd sobre Na,SO. anhidro, y se concentré. Se purificé el residuo por cromatografia
ultrarrapida (SiO2, 50 g) usando EtOAc al 20 % en hexanos como eluyente para proporcionar 2-(3,4,5-
trimetoxifenil)propanal (3,82 g, 93 %): Los espectros fueron idénticos a los valores de la literatura. Se disolvio CBR4
(8,47 g, 25,55 mmol) en DCM (150 ml) y se enfrié a 0 °C. Se afiadio PhsP (13,4 g, 51,09 mmol) y se agité la solucion
a 0 °C durante 5 min. Se afiadié gota a gota 2-(3,4,5-trimetoxifenil)propanal (3,82 g, 17,03 mmol) en DCM (20 ml). La
reaccion se agitdé a 0 °C durante 30 min y después se vertié en Et,O enfriado con hielo (500 ml). Los solidos se
filtraron a través de Celite y se lavd con Et;O (3 X 50 ml). Las capas organicas combinadas se concentraron. El
residuo se filtr6 a través de un tapon de silice y se lavo con hexanos (100 ml) seguido de EtOAc al 10 % en hexanos
(5 X 100 ml). Las capas organicas combinadas se concentraron para dar el dibromuro intermedio (4,86 g, 75 %) que
se uso directamente para la siguiente reaccion. Se suspendié Mg (0,621 g, 25,57 mmol) en THF (2,0 ml). Se afadioé
1,2-dibromoetano (0,442 ml, 5,12 mmol) y la reaccién se agitd a 25 °C durante 30 min. Se afiadié gota a gota el
dibromuro (4,86 g, 12,79 mmol) en THF (11,0 ml) y la solucién se calent6 a reflujo donde se agité durante 1 h. La
solucion se enfri6 a temperatura ambiente y el disolvente se retird. Se purificé el residuo por cromatografia
ultrarrapida (SiO2, 150 g) usando EtOAc al 10 % en hexanos como eluyente para proporcionar 5-(but-3-in-2-il)-1,2,3-
trimetoxibenceno como un aceite incoloro (1,97 g, 70 %): Rf = 0,29 (4:1, Hex:EtOAc); RMN de H (CDCl3) 6 6,62 gs,
2H), 3,88 (s, 6H), 3,84 (s, 3H), 3,74-3,69 (m, 1H), 2,29 (d, J ) 2,7 Hz, 1H), 1,52 (d, J) 7,1 Hz, 3H); RMN de ™C
(CDCls) 6 153,4, 138,5, 136,9, 104,0, 104,0, 87,2, 70,5, 61,0, 56,3, 32,1, 24,5; HRFAB [M + Li] 227,1243 (C43H160sLi
calculado: 227,1259).

2,4-Diamino-5-(3-(3,4,5-trimetoxifenil)but-1-inil)pirimidina. Se dejé que 2,4-diamino-5-yodopirimidina (236 mg)
reaccionara con 5-(but-3-in-2-il)-1,2,3-trimetoxibenceno (440 mg) como para el procedimiento general para
proporcionar 2,4-diamino-5-(3-(3,4,5-trimetoxifenil)but-3-in-2-il)pirimidina como un polvo amarillo (295 mg, 90 %): Rf
= 0,29 (9:1, CHCI3:MeOH); pf = 220-222 °C; RMN de 'H (DMSO-d6) 5 7,85 (s, 1H), 6,75 (s, 2H), 6,28 (s, 2H), 3,99
(g, J) 6,8 Hz, 1H), 3,78 (s, 6H), 3,63 (s, 3H), 1,50 (d, J) 7,1 Hz, 3H); RMN de "°C (DMSO-d6) 5 163,7, 152,8, 139,3,
136,0, 104,2, 104,1, 97,9, 76,2, 60,0, 60,0, 55,9, 55,8, 32,3, 24,3; Anal. (C17H20N4O3) C, H, N.

2,4-Diamino-5-(3-(3,4,5-trimetoxifenil)but-1-inil)-6-metilpirimidina. Se dejé que 2,4-diamino-5-yodo-6-metilpirimidina
(250 mg) reaccionara con 5-(but-3-in-2-il)-1,2,3-trimetoxibenceno (440 mg) como para el procedimiento general para
proporcionar 2,4-diamino-5-(3-(3,4,5-trimetoxifenil)but-3-in-2-il)-6-metilpirimidina como un polvo blanco (294 mg,
86 %): Rf = 0,29 (9:1, CHCl3:MeOH); pf = 191-193 °C; RMN de 'H (DMSO-d6) & 6,76 (33, 2H), 6,19 (s, 2H), 4,02 (q, J
) 7,1 Hz, 1H), 3,77 (s, 6H), 3,63 (s, 3H), 2,21 (s, 3H), 1,51 (d, J) 7,1 Hz, 3H); RMN de "°C (DMSO-d6) 5 167,0, 164,1,
161,0, 152,8, 139,4, 136,0, 104,0, 100,8, 88,6, 76,4, 60,0, 55,8, 32,5, 24,6, 22,5; Anal. (C1gH22N403) C, H, N.

1-(3,4,5-Trimetoxifenil)prop-2-1-ol. A un matraz de fondo redondo de 250 ml secado a la llama se le anadi6 3,4,5-
trimetoxibenzaldehido (3,92 g, 20,0 mmol). Se afiadié THF (40 ml) y se enfrio la solucion a 0 °C. Se afiadié gota a
gota bromuro de etinilmagnesio (48,0 ml, 24,0 mmol, 0,5 M). La solucién se agité a 0 °C durante 30 min, se calentd a
25 °C, y se agité durante 30 min. Se afiadié NH.Cl saturado (5,0 ml), y se separaron las capas.

Se extrajo la capa acuosa con Et,O (3 X 5 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (10 ml), se
secO sobre Na,SO4 anhidro y se concentrd. Se purificd el residuo por cromatografia ultrarrapida (SiO2, 100 g)
usando EtOAc al 20 % en hexanos como eluyente para proporcionar 1-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-in-1-ol como un
aceite amarillo (4,22 g, 95 %): Rf = 0,25 (1:1, Hex:EtOAc); RMN de H (CDCl3) & 6,77 (s, 2H), 5,39 (dd, J) 5,5, 2,0
Hz, 1H), 3,86 (s, 6H), 3,82 (s, 3H), 2,76 (d, J ) 5,9 Hz, 1H); RMN de "*C (CDCl3) 5 153,4, 138,1, 135,9, 103,7, 83,6,
74,9, 64,5, 61,0, 56,2; HRFAB [M + Li] 229,1054 (C12H1404- Li calculado: 229,1052).

3-(2,4-Diaminopirimidin-5-il)-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-prop-2-in-1-ol. Se dejé que 2,4-diamino-5-yodopirimidina (236
mg) reaccionara con 1-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-in-1-ol (444 mg) al igual que para el procedimiento general para
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proporcionar 3-(2,4-diaminopirimidin-5-i|)-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-Prop-Z-in-1-oI como un polvo amarillo (257 mg,
78 %): Rf = 0,12 (9:1, CHCI3:MeOH); pf = 203-205 °C; RMN de 'H (DMSO-d6) & 7,84 (s, 1H), 6,83 (s, 2H), 6,34 (s,
2H), 6,01 (d, J ) 5,6 Hz, 1H), 5,50 (d, J) 5,4 Hz, 1H), 3,78 (s, 6H), 3,65 (s, 3H); RMN de "*C (DMSO-d6) & 163,8,
162,3, 158,2, 152,7, 138,3, 136,7, 109,3, 103,6, 96,3, 79,3, 63,4, 60,0, 55,8; Anal. (C16H1sN4O4) C, H, N.

3-(2,4-Diamino-6-metilpirimidin-5-il)-1-(3,4,5-trimetoxifenil) prop-2-in-1-ol. Se dejé que 2,4-diamino-5-yodo-6-
metilpirimidina (250 mg) reaccionara con 1-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-in-1-ol (444 mg) al igual que para el
procedimiento general para proporcionar 3-(2,4-diamino-6-dimetilpirimidin-5-il)-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-prop-2-in-1-ol
como un polvo amarillo (275 mg, 80 %): Rf = 0,12 (9:1, CHCl3:MeOH); pf = 174-176 °C; RMN de 'H (DMSO-d6) &
6,85 (s, 2H), 6,27 (s, 2H), 5,98 (d, J) 5,6 Hz, 1H), 5,53 (d, J) 5,4 Hz, 1H), 3,78 (s, 6H), 3,65 (s, 3H), 2,19 (s, 3H), 1,51
(d, J) 7,1 Hz, 3H); RMN de "*C (DMSO-d6) 5 167,1, 164,3, 161,2, 152,7, 138,3, 136,7, 103,7, 99,1, 87,9, 79,5, 63,6,
60,0, 55,8, 22,5; HRFAB [M + Li] 351,1638 (C17H20N4O4Li calculado: 351,1645).

1,2,3-Trimetoxi-5-(1-metoxiprop-2-inil)benceno. A un matraz de fondo redondo de 100 ml secado a la llama se le
afiadié NaH (0,240 mg, 6,0 mmol) que se habia lavado previamente con pentano (3 x 15 ml) y se sec6. Se afadid
THF (48 ml) y se enfrio la suspension a 0 °C. Se afiadié gota a gota 1-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-in-1-ol (1,11 g, 5,0
mmol) en THF (2,0 ml) y la reaccién se agitdé a 0 °C durante 25 min. Se afiadié Me2SO4 (0,571 ml, 6,0 mmol) y la
reaccion se agité a 0 °C durante 20 min. Se afadié agua (10 ml), y se separaron las capas. Se extrajo la capa
acuosa con Et,0 (20 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (20 ml), se secé sobre Na;SO4
anhidro y se concentrd. Se purificod el residuo por cromatografia ultrarrapida (SiO2, 20 g) usando EtOAc al 10 % en
hexanos como eluyente para proporcionar 1,2,3-trimetoxi-5-(1-metoxiprop-2-inil)lbenceno como un aceite incoloro
(1,06 g, 90 %): Rf = 0,18 (4:1, Hex:EtOAc); RMN de 'H (CDCl3) 8 6,75 (s, 2H), 5,01 (d, J) 2,2 Hz, 1H), 3,88 (s, 6H),
3,84 (s, 3H), 3,45 (s, 3H), 2,68 (d, J) 2,2 Hz, 1H); RMN de "°C (CDCl3) 5 153,4, 138,2, 133,7, 104,4, 81,3, 76,0, 73,1,
61,0, 56,3, 56,2; HRFAB [M + Li] 243,1208 (C13H1604Li calculado: 243,1209).

2,4-Diamino-5-(3-metoxi-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-1-inil)pirimidina. Se dej6 que 2,4-diamino-5-yodopirimidina (236
mg) reaccionara con 1,2,3-trimetoxi-5-(1-metoxiprop-2-inil)benceno (473 mg) al igual que para el procedimiento
general para proporcionar 2,4-diamino-5-(3-metoxi-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-1-inil)pirimidina como un polvo naranja
(310 mg, 90 %): Rf = 0,31 (9:1, CHCl:MeOH); pf = 184-186 °C; RMN de 'H (DMSO-d6) & 7,91 (s, 1H), 6,82 (s, 2H),
6,40 (s, 2H), 5,30 (s, 1H), 3,79 (s, 6H), 3,66 (s, 3H), 3,35 (s, 3H); RMN de "*C (DMSO-d6) 5 163,8, 162,3, 159,7,
152,8, 137,2, 134,8, 104,6, 92,6, 89,1, 81,9, 73,0, 60,0, 55,9, 55,4; Anal. (C17H20N404) C, H, N.

2,4-Diamino-5-(3-metoxi-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-1-inil)-6-metilpirimidina. Se dejé que 2,4-diamino-5-yodo-6-
metilpirimidina (250 mg) reaccionara con 1,2,3-trimetoxi-5-(1-metoxiprop-2-inil)benceno (473 mg) al igual que para el
procedimiento general para proporcionar 2,4-diamino-5-(3-metoxi-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-1-inil)-6-metilpirimidina
como un polvo amarillo (335 mg, 93 %): Rf = 0,29 (9:1, CHCI3:MeOH); pf = 127-129 °C; RMN de 'H (DMSO-d6) &
6,84 (s, 2H), 6,37 (s, 2H), 5,34 (s, 1H), 3,78 (s, 6H), 3,66 (s, 3H), 3,35 (s, 3H), 2,23 (s, 3H); RMN de °C (DMSO-d6)
6 167,6, 164,3, 161,1, 152,8, 137,2, 134,8, 104,6, 95,7, 87,5, 81,8, 73,1, 60,0, 55,8, 55,3, 22,4; HRFAB [M + Li]
359,1701 (C4gH22N4O4lLi calculado: 359,1719). (R)-4-Isopropil-3-(2-(3,4,5-trimetoxifenil)acetil)oxazolidin-2-ona. A un
matraz de fondo redondo de 100 ml secado a la llama se le afiadio acido 3,4,5-trimetoxifenilacético (2,10 g, 9,29
mmol). Se afiadié THF (25 ml) seguido de Et3N (1,42 ml, 10,22 mmol). Se enfrié la solucion hasta -78 °C. Se afiadio
gota a gota cloruro de pivaloilo (1,26 ml, 10,22 mmol) y la solucidn se calent6 a 0 °C y se agit6é durante 1 h. En un
matraz de fondo redondo de 50 ml secado a la llama separado se afiadié (R)-4-isopropiloxazolidin 2-ona (1,0 g). Se
afiadio THF (20 ml) y la solucidn se enfrié a -78 °C. Se afiadi6 gota a gota n-BulLi (6,83 ml, 9,29 mmol, 1,36 M) y la
solucion se agité a -78 °C durante 15 min y después se calentod a 25 °C donde se agité durante 15 min. La solucién
de organolitio se transfirié a la solucion del anhidrido mixto por medio de una canula a -78 °C. La reaccion se agitd a
-78 °C durante 15 min, se calentd a 0 °C, y se agitd durante 1 h. Se afiadié agua (10 ml) y la capa acuosa se extrajo
con EtOAc (2 X 10 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (10 ml), se sec6 sobre MgSO;4
anhidro, y se concentré a presion reducida. Se purificé el residuo por cromatografia ultrarrapida (SiO», 30 g) usando
EtOAc al 25 % en hexanos como eluyente para proporcionar trimetoxifenil)acetil)oxazolidin-2-ona como un aceite
incoloro (2,30 g, 88 %): Rf = 0,28 (1:1, Hex:EtOAc); RMN de H (CDCI3) & 6,55 (s, 2H), 4,44-4,41 (m,1H), 4,29-4,24
(m, 2H), 4,19 (dd, J ) 9,0, 3,0 Hz, 1H), 4,12-4,07 (m, 1H), 3,82 (s, 6H), 3,80 (s, 3H), 2,36-2,30 (m, 1H), 0,87 (d, J) 6,8
Hz, 3H), 0,78 (d, J) 7,1 Hz, 3H); RMN de °C (CDCls) & 171,2, 154,1, 153,2, 129,4, 106,7, 63,4, 60,9, 58,6, 56,2,
41,6, 28,4, 18,0, 14,7, 14,3; HRFAB [M + Li] 344,1686 (C17H23NOeLi calculado: 344,1686).

(S)-4-Isopropil-3-(2-(3,4,5-trimetoxifenil )Jacetil)oxazolidin-2-ona. (S)-4-Isopropil-3-(2-(3,4,5-
trimetoxifenil)acetil)oxazolidin-2-ona se sintetiz6 de manera analoga a trimetoxifenil)acetil)oxazolidin-2-ona usando
(S)-4-isopropiloxazolidin-2-ona. Se purificé el residuo por cromatografia ultrarrapida (SiO», 30 g) usando EtOAc al
25 % en hexanos como eluyente para proporcionar (S)-4-Isopropil-3-(2-(3,4,5-trimetoxifenil)acetil)oxazolidin-2-ona
como un aceite incoloro (2,30 g, 88 %): Rf = 0,28 (1:1, Hex:EtOAc); RMN de H (CDCl3) 6 6,54 (s, 2H), 4,44-4,41 (m,
1H), 4,29-4,24 (m, 2H), 4,19 (dd, J) 9,0, 3,0 Hz, 1H), 4,12-4,07 (m, 1H), 3,82 (s, 6H), 3,80 (s, 3H), 2,36-2,30 (m, 1H),
0,87 (d, J) 6,8 Hz, 3H), 0,78 (d, J) 7,1 Hz, 3H); RMN de ™C (CDCls) 5 171,2, 154,1, 153,2, 129,4, 106,7, 63,4, 60,9,
58,6, 56,2, 41,6, 28,4, 18,0, 14,6, 14,3; HRFAB [M + Li] 344,1700 (C17H13NOgLi calculado: 344,1686).

(R)-3-((R)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)propanoil)-4-isopropiloxazolidin-2-ona). A un matraz de fondo redondo de 200 ml
secado a la llama se le afiadi6 trimetoxifenil)acetil)oxazolidin-2-ona (2,77 g, 8,21 mmol). Se afadié THF (85 ml) y se
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enfrié la solucion a -78 °C. Se afiadio gota a gota LHMDS (12,5 ml, 12,32 mmol, 1,0 M), y la reaccién se dejo en
agitacion a -78 °C durante 1 h. Se afiadio Mel (1,54 ml, 24,63 mmol) y la solucion se agité a -78 °C durante 1 h.
Después, la solucion se calenté a 0 °C durante 1 h y se desactivé con NH4Cl sat. (10 ml). La capa acuosa se extrajo
con EtOAc (2 X 10 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (10 ml), se secé sobre Na;SO4
anhidro y se concentrd. Se purificod el residuo por cromatografia ultrarrapida (SiO2, 25 g) usando EtOAc al 25 % en
hexanos como eluyente para proporcionar (R)-3-((R)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)propanoil)-4-isopropiloxazolidin-2-ona
como un aceite incoloro (2,44 g, 85 %, 95:1 d.r): Rf = 0,37 (1:1, Hex:EtOAc); RMN de H (CDCl3) 6 6,56 (s, 2H), 5,07
(a, J) 7,1 Hz, 1H), 4,14-4,13 (m, 2H), 3,81 (s, 6H), 3,77 (s, 3H), 2,42-2,36 (m, 1H), 2,12 (s, 1H), 1,47 (d, J) 7,1 Hz,
3H), 0,88 (t, J) 7,1 Hz, 6H); RMN de "*C (CDCl3) & 174,6, 153,1, 135,8, 105,2, 63,1, 60,8, 59,1, 56,1, 42,8, 28,6,
19,7, 18,0, 14,7; HRFAB [M + Li] 358,1852 (C1gH25NOeLi calculado:358,1842).

(S)-3-((S)-2-(3.,4,5-Trimetoxifenil)propanoil}-4-isopropiloxazolidin-2-ona. Se prepard (S)-3-((S)-2-(3,4,5-
Trimetoxifenil)propanoil)-4-isopropiloxazolidin-2-ona de manera analoga a 31. Se purificdé el residuo por
cromatografia ultrarrapida (SiO2, 25 g) usando EtOAc al 25 % en hexanos como eluyente para proporcionar (S)-3-
((S)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)propanoil)-4-isopropiloxazolidin-2-ona como un aceite incoloro (2,08 g, 87 %, 95:1 d.r): Rf
= 0,37 (1:1, Hex:EtOAc); RMN de 'H (CDCl3) 5 6,58 (s, 2H), 5,09 (q, J) 7,1 Hz, 1H), 4,17-4,15 (m, 2H), 3,83 (s, 6H),
3,80 (s, 3H), 2,45-2,39 (m, 1H), 2,15 (s, 1H), 1,49 (d, J) 7,1 Hz, 3H), 0,90 (t, J) 7,1 Hz, 6H); RMN de "°C (CDCl3) &
174,7, 153,2, 135,9, 105,3, 63,2, 60,9, 59,2, 56,2, 42,9, 28,6, 19,8, 18,1, 14,8; HRFAB [M + Li] 358,1856
(C18H25NOeLi calculado: 358,1842).

Procedimiento General para la sintesis de R y S 1,2,3-trimetoxi-5-(1-metilprop-2-in-1-il)benceno. A un matraz de
fondo redondo de 200 ml secado a la llama se afiadi6 la oxazolidinona deseada (1,0 equiv). Se afiadio DCM (0,1 M),
y la solucién se enfrio a -78 °C. Se afhadié gota a gota DIBAL-H (2,0 equiv), y la reaccién se dejo en agitacion a -
78 °C durante 2 h. Se afadié NH4-Cl saturado (20 ml) y la solucién se calenté a temperatura ambiente. Los sélidos
se separaron por filtracion y se lavé con DCM (3 X 5 ml). La capa acuosa se extrajo con EtOAc (3 X 10 ml). Las
capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (10 ml), se sec6 sobre Na,SO, anhidro y se concentré. Se
tomd una medida de RMN del material en bruto, y el espectro coincidié con el del aldehido racémico (18). El material
en bruto se uso sin purificacion adicional. Se disolvio CBr4 (1,5 equiv) en DCM (0,1 M) y se enfrié a 0 °C. Se afadio
PhsP (3,0 equiv) y la solucion se agitdé a 0 °C durante 5 min. Se afiadié gota a gota el aldehido en bruto (1,0 equiv)
en DCM (5,0 ml). La reaccién se dej6 en agitacion a 0 °C durante 30 min y después se vertié en Et,O enfriado con
hielo (200 ml). La reaccion se filtré a través de gel de silice y se lavd con hexanos (100 ml) seguido de EtOAc al
25 % en hexanos (300 ml). Las capas organicas se combinaron y se concentraron a presion reducida. El material en
bruto se llevo a la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Se suspendié Mg (2,0 equiv) en THF (1,0 ml). Se afiadié dibromoetano (0,4 equiv), y la suspension se agité a 25 °C
durante 30 min. Se afiadi6 gota a gota el dibromuro en bruto (1,0 equiv) en THF (6,0 ml), y la reaccién se calentd a
reflujo durante 30 min. La solucion se enfrié a temperatura ambiente y el disolvente se retird. El residuo se purifico
por cromatografia ultrarrapida para proporcionar los respectivos acetilenos enantioenriquecidos. Se tomaron
espectros de RMN, y los espectros coincidieron con el del acetileno racémico (19).

2,4-Diamino-5-((R)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)but-1-inil}-6-metilpirimidina. ~ (R)-3-((R)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)propanoil)-4-
isopropiloxazolidin-2-ona) (2,44 g, 6,94 mmol) se sometid al procedimiento general para proporcionar R-1,2,3-
trimetoxi-5-(1-metilprop-2-in-1-il)benceno (460 mg, 30 %). Se dej6 que 2,4-diamino-5-yodo-6-metilpirimidina (250 mg)
reaccionara con R-1,2,3-trimetoxi-5-(1-metilprop-2-in-1-il)benceno (290 mg) como para el procedimiento de
acoplamiento de Sonagashira general para proporcionar 2,4-diamino-5-((R)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)but-1-inil)-6-
metilpirimidina como un polvo marrén (280 mg, 82 %, 90 % ee): Rf = 0,29 (9:1, CHCl3:MeOH); RMN de 'H (DMSO-
d6) 5 6,76 (s, 2H), 6,19 (s, 2H), 4,02 (q, J) 7,1 Hz, 1H), 3,77 (s, 6H), 3,63 (s, 3H), 2,21 (s, 3H), 1,51 (d, J) 7,1 Hz, 3H);
RMN de "°C (DMSO-d6) 5 166,9, 164,1, 160,9, 152,8, 139,4, 135,9, 104,0, 100,7, 88,6, 76,4, 60,0, 55,8, 32,5, 24,7,
22,5; HRFAB [M + Li] 349,1851 (C1gH22N4OsLi calculado: 349,1851).

2,4-Diamino-5-((S)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)but-1-inil)-6-metilpirimidina (38). (S)-3-((S)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)propanoil)-
4-isopropiloxazolidin-2-ona) (1,66 g, 4,72 mmol) se sometié al procedimiento general para proporcionar S-1,2,3-
trimetoxi-5-(1-metilprop-2-in-1-il)benceno (312 mg, 30 %). Se dej6 que 2,4-diamino-5-yodo-6-metilpirimidina (250 mg)
reaccionara con S-1,2,3-trimetoxi-5-(1-metilprop-2-in-1-il)benceno (290 mg) como para el procedimiento de
acoplamiento de Sonagashira general para proporcionar 38 como un polvo amarillo (308 mg, 90 %, 95 % ee): Rf =
0,29 (9:1, CHCl3:MeOH); RMN de 'H (DMSO-d6) 5 6,76 (‘s, 2H), 6,19 (s, 2H), 4,02 (q, J) 7,1 Hz, 1H), 3,77 (s, 6H),
3,63 (s, 3H), 2,21 (s, 3H), 1,51 (d, J) 7,1 Hz, 3H); RMN de ">C (DMSO-d6) 5 167,0, 164,1, 161,0, 152,8, 139,4, 136,0,
104,0, 100,8, 88,6, 76,4, 60,0, 55,8, 32,5, 24,6, 22,5; HRFAB [M+ Li] 349,1851 (C1gH22N4OsLi calculado: 349,1851).

Ejemplo 6

Quimica y modelado

Analisis estructural de ChDHFR y hDHFR.

Basandose en la estructura de ChDHFR-TS, se desarrollé una serie novedosa de inhibidores de DHFR definidos por
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un enlazador de propargilo entre un anillo 2,4-diaminopirimidina y un anillo arilo. A través de estos esfuerzos, se
identifico un ligando altamente eficaz (compuesto X) con una constante de inhibicién (Cls;) de 38 nM y peso
molecular de 342 Da. Posteriormente se desarrollé y se analizd una serie de analogos de propargilo de segunda
generacion inspirados por el analisis estructural que no sélo mantuvieron niveles altos de potencia contra la enzima
parasitaria sino que también mostraron niveles extremadamente altos de selectividad. También se desarroll6 y se
analiz6 una tercera generacion de analogos heterociclicos de inhibidores enlazados a propargilo que presentan
niveles altos de actividad y selectividad.

Analisis de las interacciones de los compuestos de bifenilo con ChDHFR.

Las conformaciones acopladas de ambas series de 5" y 4' de los compuestos de bifenilo presentd un incremento
sustancial en los contactos lipéfilos entre el ligando y el receptor sobre UCP111A. Los resultados mostraron que los
analogos no sustituidos y metilsustituidos en ambas familias son mas potentes que el compuesto principal inicial,
UCP111A, y son mas potentes que los analogos de bifenilo con sustituciones de isopropilo.

El analisis computacional de los compuestos acoplados en ChDHFR explica la clara preferencia por los compuestos
sustituidos en 5’ en lugar de los compuestos sustituidos en 4’. La ubicacion preferente del 3'-OMe en el primer anillo
bifenilo se dirige hacia arriba en la abertura del sitio activo a la cavidad formada por Leu 25, GIn 24, Gly 23 y Ser 61,
con una oportunidad de unién de hidrégeno usando el esqueleto NH de Leu 25. También hay una interaccion lipdfila
con las porciones alquilo de Leu 25 y GIn 24. Con el 3'-OMe en la orientacion preferente, el segundo anillo fenilo se
proyecta hacia abajo en la abertura en la serie de 5', o bien directamente fuera del sitio activo en la serie de 4' con
contactos de ChDHFR minimos. Como se ve en la figura 9, la region en la abertura del sitio activo es lipdfila, y puede
tener varios contactos con el segundo fenilo en la serie de 5', pero solo tendria contacto limitado con el segundo
anillo fenilo en la serie de 4.

Curiosamente, un andlisis de acoplamiento de los enantidmeros de UCP111D mostré una tendencia invertida para
los resultados del ensayo de ChDHFR. El espacio alrededor de la region sustituida con propargilo esta dictada en
gran medida por lle 62, que no explora mucho espacio conformacional a través del conjunto, pero tiene espacio para
girar hacia la parte posterior del sitio activo. En la ubicacion cristalizada, el grupo iso-metilo se proyecta en el sitio
activo, creando una unica cavidad lipdfila por encima del residuo. En este caso, s6lo hay espacio para que el metilo
de propargilo se dirija a una regién por encima del iso-metilo, dictando asi la estereoquimica errénea. Si lle 62 se
hace girar hacia la parte posterior del sitio activo, habria espacio suficiente para que el metilo de propargilo se
acople en la conformacion hacia arriba o bien hacia abajo. Para probar esta teoria, se alteré lle 62 usando un
diccionario de Lovell de angulos para volver a proyectar en la cavidad. Esta Unica estructura se uso para el
acoplamiento, y mostré que la configuracion R en el centro propargilico era preferente.

Analisis de las interacciones de los compuestos de bifenilo con hDHFR.

Los compuestos de bifenilo se acoplaron en DHFR humana usando el miembro del conjunto con la abertura 'mas
amplia' en el sitio activo, como se define por medidas comparativas en varios puntos. Este miembro del conjunto
alcanzé un promedio de 0,25 A mas ancho que la estructura cristalina. Se eligié esta estructura ya que se
presentaba el espacio mas disponible para sustituciones voluminosas y el caso mas dificil para lograr la selectividad.
También presentd la oportunidad para explorar la flexibilidad de potencial de esta region.

Se observo una clara tendencia tanto en los resultados de acoplamiento como de ensayo para las series de 5’ y 4'
en hDHFR. Como se ve en la figura 10, la abertura del sitio activo en hDHFR es sustancialmente mas estrecha y
menos lipdfila que ChDHFR. El bucle PEKN se proyecta perpendicularmente desde el receptor en una conformacion
de tipo disco, creando una hendidura por debajo del bucle. Esta region es facilmente accesible a la familia sustituida
en 5’ en comparacién con la familia de sustituida en 4'. UCP111D prefiere una orientacién con el primer fenilo
situado mas arriba de la cavidad que UCP111A, proporcionando contactos lipdfilos equivalentes. Al sustituir el
segundo anillo fenilo, se desplaza la preferencia hacia la hendidura mas lipofila bajo el anillo, produciendo un
incremento sustancial de contactos lipdfilos. La hendidura es un ajuste estrecho para las sustituciones de metilo pero
esta equilibrado por un incremento en los contactos lipéfilos. Estas orientaciones también preservan el 3-OMe en la
ubicacioén "superior" ideal, imitando los contactos hechos con UCP111A 3'-OMe.

La serie de 4' presenta un modo diferente de union. Para que se oriente correctamente la regidon de pirimidina y
propargilo, el resto bifenilo necesita proyectarse directamente fuera de la cavidad, como con ChDHFR. Sin embargo,
esta region se ve obstaculizada sustancialmente en hDHFR entre el bucle PEKN y la pared de receptor opuesta. Las
orientaciones en la figura 10 son las posturas computacionalmente preferentes, pero presentan impedimento
estérico sustancial. El analogo sustituido con di-metilo (mostrado en azul) prefiere una orientacion con el 3-OMe
apuntando hacia abajo para limitar la interferencia estérica. Esta orientacion también coloca el metilo de propargilo
en una orientacién mas arriba en la cavidad con menores contactos, representando facilmente la clara tendencia en
la disminucién de la afinidad. Se exploraron muchas orientaciones en la serie de 4’, pero no se descubridé ninguna
que se pudiera beneficiar de la hendidura por debajo del bucle PEKN preservando al mismo tiempo el 3'-OMe y la
orientacion del metilo de propargilo. Es probable que la flexibilidad de hDHFR que puede alojar el volumen estérico
creciente de la serie de 5’ por debajo del anillo PEKN no se extienda a las regiones en las que se proyectaria la serie
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de 4', o al menos no de manera que pudiera alojar las conformaciones necesarias para alta afinidad.

Por sondeo del espacio flexible en la abertura del sitio activo en hDHFR es evidente que existe una flexibilidad
claramente para explicar las sustituciones de metilo en la serie de UCP111Dx, especialmente en la region alrededor
de y por debajo del bucle PEKN. Sin embargo, esta flexibilidad es limitada, ya que el bucle no se puede mover lo
suficiente para alojar el volumen de los grupos di-isopropilo de UCP111D26IPr. Se prevé que esta flexibilidad
limitada sera importante para explicar los esquemas de disefio de hDHFR en el futuro.

Anélisis de las interacciones de analogos heterociclicos de analogos enlazados a propargilo con SaDHFR: NADPH.

La comparacion de las estructuras de DHFR de S. aureus:NADPH:142 y DHFR de S. aureus:NADPH:140 muestra
cambios minimos en la orientacién de los tres anillos arilo presentes en ambos inhibidores. Sin embargo, una
diferencia importante que explica la mejora de 18 veces en la potencia para el compuesto 142 contra DHFR de S.
aureus es la presencia de un enlace de hidrégeno (3,5 A) entre el sustituyente 2'-metoxi en el compuesto 142 y el
grupo hidroxilo de Ser 49, una interaccion que se impide con el 3'-metoxi en el compuesto 140.

La comparacion de las estructuras de DHFR de S. aureus:NADPH:148 y DHFR de S. aureus:NADPH:140 (figura
15C) revela una reorientacion considerable de las regiones hidréfobas de la serie piridilo con relacion a los analogos
de bifenilo originales. De hecho, un enantidmero diferente de piridina 148 cristaliza preferentemente con relacion al
enantiomero observado con 140. Esta nueva configuracion fuerza un cambio en la conformacion para el anillo
nicotinamida de NADPH para mantener el apilamiento 1r-11, asi como un cambio en la conformacién de lle 50 que
interacciona con el anillo arilo proximal. La solvatacion de estabilizacion del nitrégeno de piridilo en la abertura del
sitio activo impulsa la reorientacién del compuesto 148 con relacion al compuesto 140. Una consecuencia de esta
reorientacion es la disminucion de contacto entre los anillos By C y los residuos del sitio activo, que se refleja en la
ligera atenuacion en la inhibicion enzimatica.

Ejemplo 7
Evaluacioén bioldgica de ChDHFR y hDHFR

Se evaluaron los compuestos en ensayos enzimaticos espectrofotométricos usando ChDHFR-TS y hDHFR. Se
midieron las constantes de inhibicién (Clso) (véase la tabla 4). EI compuesto principal, X, tiene una constante de
inhibicion de 38 nM y una selectividad modesta (8 veces). Todos los compuestos de bifenilo son mas potentes que el
compuesto principal inicial X y presentan una mayor selectividad para la enzima patégena. El compuesto racémico
mas potente, D(rac), un derivado de 5'-bifenilo, también es el mas selectivo de los compuestos racémicos (944
veces). El enantiomero R individual de este analogo de 5'-bifenilo es el mas potente (1,1 nM) y el mas selectivo
(1273 veces) de todos los compuestos conocidos probados contra la enzima DHFR de Cryptosporidium. Las
abreviaturas de compuestos en la tabla 4 se refieren a los siguientes compuestos:

111A: Compuesto X; D (rac): forma racémica de 5-[3-(5-metoxi-bifenil-3-il)but-1-in-1-il]-6-metilpirimidin-2,4-diamina;
D6M: 5-[3-(5-metoxi-6’-metilbifenil-3-il)but-1-in-1-il]-6-metilpirimidin-2,4-diamina; D26M: 5-[3-(5-metoxi-2'6'-
dimetilbifenil-3-il)but-1-in-1-il]-6-metilpirimidin-2,4-diamina; D26l: 5-[3-(5-metoxi-2’'6’-diisopropilbifenil-3-il)but-1-in-1-il]-
6-metilpirimidin-2,4-diamina; F: 5-[3-(3-metoxi-bifenil-4-il)but-1-in-1-il]-6-metilpirimidin-2,4-diamina; F2M: 5-[3-(3-
metoxi-2’-metilbifenil-4-il)but-1-in-1-il]-6-metilpirimidin-2,4-diamina; F26M: 5-[3-(3-metoxi-2'6’-dimetilbifenil-4-il)but-1-
in-1-il]-6-metilpirimidin-2,4-diamina; F26l: 5-[3-(3-metoxi-2'6’-diisopropilbifenil-4-il)but-1-in-1-il]-6-metilpirimidin-2,4-
diamina; D(R): enantidmero R de D; y D(S): enantiomero S de D.

Tabla 4: Potencia inhibidora y selectividad de los ligandos de DHFR (valores de Clso en nM)

Compuesto Clso (ChDHFR) (nM) | Clso (hDHFR) (nM) | Proporcion de selectividad (Clsp ChDHFR/Clsg
hDHFR)

111A 169+ 6 1380 + 20 8

D (rac) 1,8 £ n.d. 1700 £ 10 944

D6M 21+0,3 1360 + 50 648

D26M 21+£0,5 1250+ 6 595

D26l 10 £ n.d. 7200 £ 150 720

F 19+3 1420 + 12 75

F2M 36+0,6 2770 £ 59 77

F26M 7419 3370+ 15 455

F26I 16 + n.d. 4200 + 0,1 262

D (R) 1,1+ n.d. 1360 + 26 1273

D (S) 30 £ n.d. 1380 + 26 46

n.d. - no determinado

Se evaluaron los analogos heterociclicos de los inhibidores enlazados a propargilo en los analogos de tercera
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generacion en ensayos de inhibicién enzimatica, se evaluaron para la inhibicion de S. aureus y S. pyogenes, y se
evaluaron para toxicidad de células de mamifero. Las tablas 5 y 6 resumen la actividad biolégica de estos
inhibidores enlazados a propargilo heterociclicos en comparacién con analogos de bifenilo y TMP.

Tabla 5
RP RZ‘
=
N
N~

Clso/nM Selectividad
Numero |Ar R R Ry Rs
¢ ) 2 : sa® Sp® | humano? | (h/Sa)® | (h/Sp)°®
140 /@\ Me | Me H OMe | 42:2 |190£15| 750+6 18 4
141 § Me | Me H Ome |410%36|350+44|1400+15| 3 4
%
NG A R R R R Clso/nM Selectividad
umero r ¥ ,
¢ ) 2 : sa® Sp® | humano?| (h/sa)® | (h/sp)®
142 Et H | Ome H [24£02(59£02| 300£10 | 125 51
143 Et H H H |28+17|26+17| 29036 | 10 11
144 Et H H Ome |59+23|52+£17|140£1,0| 24 3
145 Me | Me | Ome H 75+4 [23:15| 97+10 | 1,3 4
146 Et Me | Ome H |67+55|26+25| 10010 | 15 4
147 @ Me | Me H Ome | 262 | 1609 | 1500+8 | 58 9,4
NS
N
148 @l Et Me H Ome | 19+1 [180+19|1300+11| 68 7.2
NS
N
149 @l Et H | Ome H |21£10]19+1,3 | 33012 | 16 17
NS
N
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150 = | ‘ Et H H Ome 12+2,4|28+4,0| 6157 5 2
x>
N
151 = | Et H H H 20+0,5|30+1,7 | 520 £ 23 26 17
x>
N
‘IV|VV .
152 [ j Me Me H Ome 292 264 | 400+£40 14 15
(@)
154 = | Et H H H 33+05 (47146 | 290+ 15 9 6
N
155 %ﬁ Et H H H 35+1,1(23+£1,2| 160+ 13 5 7
N\\:/N
Nk :
N OMe
TMP /t _ 23 13000 198000 8600 15
H,N” N OMe -
OMe

Se informa de los valores de Clsp contra las enzimas DHFR en nM y representan el promedio de al menos tres

medidas. ® Se calcula la selectividad como Clsy (humano)/Clso (patogeno).

Tabla 6: Evaluacion de la actividad antibacteriana y de citotoxicidad de antifolatos enlazados a propargilo

N.° comp. CIM CIM Clsp Clsp Selectividad® Selectividad
SARM? S. pyogenes MCF-10° HepG2 SARM S. pyogenes

140 5,76 0,097 47 ND 8 484
141 0,71 0,024 55 ND 77 2,292
142 0,18 0,006 67 ND 372 11,167
143 0,71 0,04 32 ND 45 842
144 0,08 0,33 199 ND 2500 603
145 0,716 0,04 38 94 53 950
146 0,744 0,08 54 77 72 675
147 0,09 0,012 220 233 2444 18,333
148 0,09 0,012 85 171 944 7083
149 0,01 0,09 217 199 >20.000 3,867
150 0,045 0,04 409 465 9,089 10,225
151 0,041 0,04 475 >500 11,585 11,875
152 29 0,024 462 494 159 19,250
154 0,041 0,08 >500 >500 >20.000 >20.000
155 0,15 0,019 >500 ND 3,333 26,316
TMP 0,625 0,6 ND ND ND ND

@Se informa de los valores de CIM para SARM y S. pyogenes en ug/ml. Se informa de los valores de Clso para MCF-

10 y HepG2 en uM. Los valores de selectividad se calculan como Clso (MCF10)/CIM (patégeno).
ND: no determinado

Ensayos de inhibicion enziméatica

Se realizaron ensayos de inhibicion enzimatica realizando un seguimiento de la tasa de oxidacion de NADPH por la
enzima DHFR a una absorbancia de 340 nm. Se realizaron los ensayos en presencia de concentraciones de
saturacion de NADPH y se iniciaron con dihidrofolato. Se completaron todos los ensayos a 25 °C en un tampén que
contenia TES 20 mM pH 7,0, KCI 50 mM, 2-mercaptoetanol 10 mM, EDTA 0,5 mM y 1 mg/ml de BSA. Se midi6 la
inhibicién al menos tres veces con concentraciones de inhibidor cercanas al valor de Clsg y se informa del valor de
Clso promedio con una desviacion estandar.
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Evaluacion de la actividad antibacteriana

Se evaluaron las concentraciones inhibidoras minimas (CIM) para S. aureus 13709 y Streptococcus pyogenes
usando un enfoque de microvaloracion de caldo basado en patrones de CLSI y el uso del indicador colorimétrico
Alamar Blue. Para las pruebas de susceptibilidad, se suspendieron 10 ul de solucién madre de glicerol en un cultivo
en matraz agitador de 10 ml de caldo Isosensitest quimicamente definido (Oxoid) complementado con glucosa al
2 % plv. Se diluyé una muestra del cultivo en matraz de agitacion a 1 x 10° células/ml en el medio y se afiadié a
placas de prueba de 96 pocillos (100 ul por pocillo) que contenian los compuestos de prueba dosificados en DMSO
(2 pl). Después de un periodo de incubacion (30 °C) determinado a partir del tiempo de duplicacion especifico para la
cepa, se afadié una solucién acuosa de resazurina al 0,03 % p/v (10 pl) y se dejoé que las placas se incubaran; a
continuacion, se puntué cada pocillo para reduccion del colorante. Se tomé el valor de CIM como la concentracion
mas baja del compuesto de prueba que inhibe el crecimiento de modo que se observe una reduccién de menos de
un 1 % de resazurina (Amax 570 nm) a resorufina (Amax 600 nm).

Evaluacion de la toxicidad de células de mamifero

Se mantuvieron lineas celulares adherentes en medio esencial minimo de Eagle (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EE. UU.) con glutamina 2 mM y solucion salina equilibrada de Earle (Hyclone, Logan, UT, EE. UU.) ajustado para
contener 1,5 g/l de bicarbonato de sodio, aminoacidos no esenciales 0,1 mM, piruvato de sodio 1 mM y suero bovino
fetal al 10 %. El suero bovino fetal usado en estos ensayos fue muy coincidente en todo. Se mantuvieron todos los
cultivos en una atmoésfera de CO; al 5 % humidificada a 37 °C, se les renovo el medio dos veces por semana y se
subcultivaron por tripsinizacion y resuspension en una proporcion de 1:5 cada semana. Se realizaron ensayos de
toxicidad entre los pasos 10-20. Se midio la toxicidad del compuesto diana incubando el compuesto de prueba con
las células durante 4 h, lavando las células y finalmente tratando las células con Alamar Blue. Después de 12-24 h,
se midié la fluorescencia del colorante reducido. Se ajusté la intensidad de fluorescencia en funcion de la
concentracion del compuesto de prueba a la ecuacion de Fermi, usando analisis de regresion de minimos cuadrados
no lineal, para estimar los valores de Clso.

Evaluacién de antifolatos con sustituyentes piridilo para actividad antibacteriana

La evaluacion de estos nuevos inhibidores de la serie de antifolato enlazado a propargilo contra los patégenos diana
revela que esta serie incluye agentes antibacterianos muy potentes. En concreto, los compuestos que contienen
piridilo poseen valores de CIM por debajo de 0,1 ug/ml tanto contra SARM como S. pyogenes; varios compuestos
poseen actividad superior en comparacion con TMP.

La serie heterociclica de antifolatos no solo son agentes antibacterianos potentes sino que también poseen una
citotoxicidad minima cuando se evalian contra dos lineas de células de mamifero, MCF-10 y HepG2.
Sorprendentemente, el incremento en la actividad antibacteriana de la serie heterociclica no esta vinculado a la
toxicidad de células de mamifero, a pesar de los niveles inferiores de selectividad enzimatica (tabla 5) en estos
derivados. Aunque el origen de la citotoxicidad reducida no esta claro, una posibilidad atractiva es que los
compuestos se fijen en el lisosoma. Se ha demostrado que los compuestos débilmente basicos con un valor de
clogP mayor que 2 estan sujetos a atrapamiento idnico en el entorno acido del lisosoma. Como los analogos que
contienen piridilo poseen un nitrdgeno basico adicional relativo a la serie de bifenilo, pueden tener una mayor
propensién a acumularse en el lisosoma, minimizando por lo tanto la inhibicién de la DHFR de mamifero citosdlica.
De hecho, los compuestos con un bifenilo en la posicién de anillo C muestran un mayor grado de citotoxicidad con
valores de Clsp entre 32 a 67 yM. De forma interesante, previamente se ha informado de la fijacién lisosomal de
antifolatos como un mecanismo de resistencia en la quimioterapia de cancer.

Perfiles contra cepas aisladas clinicas de SARM

Como SARM ha evolucionado a nivel mundial en una plétora de cepas con fenotipos variables, es importante
evaluar los efectos de los compuestos prometedores contra una variedad de cepas clinicamente relevantes. Se
seleccionaron seis antifolatos enlazados a propargilo (139, 140, 141, 147, 148, 152, 153, 156-159) con la actividad
antibacteriana mas fuerte contra S. aureus para una evaluacion adicional contra nueve cepas aisladas clinicas (tabla
7). De estas cepas aisladas una cepa es resistente a TMP-SXT, dos cepas representan USA300 CA-SARM, tres
cepas representan USA100 HA-SARM, una cepa es HA-SARM, y dos cepas son S. aureus de intermedio de
vancomicina (VISA; Mu3 y Mu50). Los efectos antibacterianos de los compuestos enlazados a propargilo se
compararon con los efectos de vancomicina y controles TMP:SMZ. En todas las nueve cepas, la actividad
antibacteriana de los antifolatos enlazados a propargilo superdé la actividad de vancomicina. En ocho cepas, con la
excepcion de una cepa USA100 HA-SARM, la actividad antibacteriana de los antifolatos enlazados a propargilo
también superé la de TMP:SMZ.

También se evaluaron los analogos heterociclicos de los inhibidores enlazados a propargilo de los analogos de
tercera generacion para determinar su capacidad para inhibir CgDHFR y hDHFR y su capacidad para inhibir el
crecimiento de C. glabrata. La tabla 7 resume la actividad biolégica de estos inhibidores enlazados a propargilo
heterociclicos en comparacion con inhibidores de bifenilo.
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Tabla 7

ID del Anillo R Clso (CgDHFR) Clso (hDHFR) | Selectividad |CIM (Cg) (ug/ml)
compuesto (nM) (nM) a
139 §© Me 73+1,8 1700 £ 10 230 £ 60 11
140 Me 0,55+0,3 750+ 6 1400 £ 750 3,1
4
141 % ( ) Me 0,6+0,3 1410 £ 15 2400 £ 1200 1,5
147 EC Me 979 1500 £ 83 1512 1,4
- N
148 '%‘@N Et 898 1300 £+ 11 15+ 1 1,5
152 % / \ Me 20+ 3 400 £ 40 20+ 4 12
--N 0
__/
153 —E'N/ \O Et 22+2 250+ 4 11 +1 12
\_/
156 \[ Me 6815 3306 49104 6,3
AN 0
157 \[ Et 382 200+4,5 50+1 13
AN 0
158 Me 303 280 +17 9+1 95
N N-CH,
159 g N/ \NH Me 143+ 10 270 £ 46 1,9+04 Inact
N/

¥ Los valores de CIM para C. glabrata se determinaron usando medio YM

En general, la conversion del anillo fenilo en 139 a heterociclos aromaticos o bien aliciclicos da como resultado una
atenuacion de la inhibicion enzimatica que varia de una pérdida de tres veces a veinte veces. De los tres, los
analogos de morfolina mantienen la mayor potencia inhibidora enzimatica, mientras que los analogos de piperazina
sufren la mayor pérdida. Parece que la sustitucion en C6 (R en la tabla 7) tiene un impacto minimo sobre la potencia
enzimatica.

Aunque se habia demostrado previamente que los sustituyentes hidréfobos en el anillo fenilo incrementan en gran
medida la potencia, las sustituciones de analogos en los sistemas de morfolina y piperazina muestran mas variacion.
La inclusidon de sustituyentes metilo en la morfolina para imitar los del compuesto 140 reducen algo la potencia,
reflejando posiblemente el posicionamiento de estos grupos metilo en centros hibridados sp3. De forma alternativa, el
sustituyente de 4-metil piperazina incremento la inhibicion enzimatica aproximadamente 5 veces. Los compuestos de
piridina son mas selectivos, aproximadamente 15 veces, para la enzima patégena sobre el homdlogo humano.
Ambos analogos de morfolina y piperazina todavia muestran preferencia por la enzima fangica, aunque con
proporciones mas modestas de 2-20 veces.

Los resultados de los ensayos de inhibicion del crecimiento celular demuestran que los derivados de piridina, 147 y
148, presentan potencia en un intervalo (1,4-1,5 pg/ml) comparable a los agentes antifiungicos usados clinicamente.
Aunque los derivados de piridina son inhibidores enzimaticos mas débiles que el comparador directo, el compuesto
139, presentan una actividad antifingica mejor en orden de magnitud. De hecho, el nivel de actividad mostrada por
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los compuestos de piridina es comparable a los bifenilos 140 y 141, que tienen potencia enzimatica subnanomolar.
Esto sugiere que la actividad antifingica de esta clase de compuestos se puede optimizar adicionalmente por
modulacioén de las propiedades de compuestos mas alla de la potencia enzimatica. Esto puede sugerir ademas que
mejorar la afinidad enzimatica para estos heterociclos puede producir en ultima instancia agentes antifingicos con
una actividad superior.

Los derivados de morfolina y piperazina que muestran una mayor potencia contra DHFR que los analogos de
piridina funcionan mal por comparacion en ensayos antifungicos (CIM > 12 uyg/ml). La atenuacién de la actividad
contra el organismo puede reflejar el incremento en la solubilidad, lo que puede dar lugar a una reduccion en la
permeabilidad. En general, estos resultados sugieren la necesidad de un equilibrio 6ptimo en estas propiedades de
los inhibidores.

También se evaluaron varios compuestos representativos en medio empobrecido en timidina. Se ha demostrado que
los niveles altos de timidina interfieren con las pruebas de susceptibilidad precisas de antifolatos. Para compensar
esto, los antifolatos se evalian con frecuencia en un medio minimo controlado con una concentracién de timidina
baja. Como ha habido pocas investigaciones sobre la actividad de los antifolatos contra C. glabrata, se evaluaron
compuestos prometedores en medio empobrecido de timidina. Se evaluaron tres analogos heterociclicos
representativos (148, 152 y 156) en medio IsoSensitest complementado con glucosa al 2 % (tabla 8). Ademas,
también se evaluaron los compuestos para determinar la toxicidad en células de mamifero usando las lineas
celulares MCF-10 y HepG2. Se informa de la selectividad celular como el valor de Clsg para la linea celular humana
MCF-10 dividido entre el valor CIM (ug/ml) (tabla 8).

Tabla 8
ID del CIM C. glabrata (ug/ml)® | Clso MCF-10 (uM) [ Clso HepG2 (uM) indice de selectividad®
compuesto (ng/ml)

148 0,36 85 171 236

152 1,4 462 ND® 330

156 29 314 193 108
@ valores de CIM determinados en medio IsoSensitest
® ND: no determinado
¢ la selectividad se calcula como [Clsq (MCF-10) / CIM (C. glabrata)]

Estos resultados muestran que en presencia de niveles de timidina comparables a los encontrados en sangre y
tejido humano, los antifolatos novedosos son inhibidores muy potentes de C. glabrata presentando los derivados de
piridina valores de CIM de menos de 1 pg/ml. Ademas, a pesar de los niveles moderados de selectividad enzimatica,
los compuestos muestran niveles de entre 100 y 300 veces de selectividad a nivel celular. Basandose en la actividad
suscitante observada con estos compuestos, se determinaron estructuras cristalinas para caracterizar mejor la
interaccion de los inhibidores con CgDHFR.

Ejemplo 8

Quimica y modelado - Estructura B del CgDHFR

SE incubé CgDHFR con NADPH 1,5mM y compuesto 11 1 mM durante dos horas a 4 °C. Se hicieron crecer
cristales adecuados (0,2 mm de cada lado) usando el procedimiento de difusién de vapor de gota colgante y
mezclando volumenes iguales de proteina:ligando con Tris 0,1 M (pH 8,5), PEG 4000 al 30 % y MgCl, 0,2 M. Antes
del enfriamiento ultrarrapido, se transfirieron los cristales a una solucidon que contiene la mezcla de cristalizacion y
glicerol al 15 %. Se midieron todos los datos de difraccion a 100 K. Se midi6 el conjunto de datos inicial usando un
difractémetro Oxford Excalibur y se procesé usando el programa informatico CrysAlis. Se midio el conjunto de datos
de alta resolucion a X25A de linea de haz en el Brookhaven National Laboratory usando un detector CCD de ADSC
y se proceso con HKL2000. Se informa de las estadisticas de procesamiento y refinamiento de datos en la tabla 9.

Tabla 9. Estadisticas de recogida y refinamiento de datos

Grupo espacial P4,

Célula unitaria (a,b,c en A) a=b=42,69, c=230,4, a=90, =90, y=120
Resolucion (A) 40-1,6

Completitud, % (ultima corteza*, %) 93 % (92 %)

Reflexiones Unicas 47,676
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Redundancia (ultima corteza) 4,7 (2,9)
Rsim, % (ultima corteza, %) 6,8 (3 8,6)
<l/o> (ultima corteza) 12,0 (2,5)
factor R/Rjipre (Ultima corteza) 0,19, 0,23 (0,247, 0,303)
Promedio de factor B, A2 24.8
Numero de atomos (proteina, ligandos, disolvente) 4,222

N.° de atomos de proteina distintos de hidrégeno 3684

N.° de atomos de ligando 140

N.° de moléculas de disolvente 388
Desviaciéon MC, longitudes (A), angulos (°) de 0,02, 2,2
enlace

*corteza de mayor resolucion: 1,64-1,60 A

Se resolvio la estructura de CgDHFR por reemplazo molecular usando el programa, Phaser, un modelo de DHFR de
C. albicans (PDB ID: 1M79) como sonda de busqueda, y los datos obtenidos en el sistema de Oxford. Se uso
solucién de reemplazo molecular como informaciéon de fase inicial para los datos de alta resolucién. Se
inspeccionaron los mapas de densidad de electrones y se construyeron los modelos usando Coot. Se refin6 el
modelo usando Refmac5 en el paquete informatico CCP4. Se afadieron automaticamente moléculas de agua
usando una funcionalidad dentro de Coot. EI modelo muestra un buen acuerdo con la representacion de
Ramachandran (97,3 % de residuos en regiones preferentes, 2,5 % en regiones aceptables, y 0,2 % (1 residuo) en
una zona no permitida. Se prepararon las figuras usando Pymol.

Se determind la estructura cristalina de CgDHFR en un complejo con el compuesto 11 y NADPH usando amplitudes
de difraccion que se extendieron a 1,6 A como se describe anteriormente. Los cristales pertenecen al grupo espacial
tetragonal P41 y hay dos moléculas en la unidad asimétrica. La estructura global de la proteina CgDHFR de 217-
residuos consistio en una lamina B de diez hebras y cinco hélices alfa flanqueantes (figura 11a). La marca de
histidina de ocho residuos usada para la purificacion formé parte de las interacciones de empaquetado cristalino y
presenté una densidad electrénica ordenada.

CgDHFR y CaDHFR comparten una homologia de secuencia de un 85 % y se pueden superponer con una
desviacién de MC de 1,62 A sobre los atomos Ca de CaDHFR (figura 11b). A pesar de alta similitud de secuencia
con CaDHFR, existen varias diferencias clave, incluyendo una insercion de 25 residuos (residuos 177-202 en
CgDHFR) que afiade dos hebras a la lamina beta central. También existen dos diferencias estructurales en el sitio
activo: CgDHFR tiene una metionina (Met 33) que interacciona con el anillo pirimidina del inhibidor; CaDHFR tiene
una isoleucina en esta posicion (lle 33). El bucle que contiene los residuos 61-66 en CgDHFR se desplaza 2,4 A
mas cerca del sitio activo que el mismo bucle (con los residuos 61-66) en CaDHFR.

El compuesto principal inicial, el compuesto 11, se une en el sitio activo con enlaces de hidrégeno entre el anillo
pirimidina y Glu 32, Thr 140, Tyr 120, asi como los atomos de oxigeno del carbonilo del esqueleto de lle 9y lle 121
(fig. 12a). El grupo etilo en C6 forma interacciones de van der Waals limitadas con Met 33 y Phe 36. El enlazador
acetilinico forma interacciones de van der Waals con el anillo nicotinamida de NADPH, Leu 25 e lle 121. El anillo
fenilo 2', 5-OMe se ajusta en la cavidad hidréfoba compuesta de lle 62, Leu 69, Phe 66, Pro 63 y Thr 58.

El pliegue global de CgDHFR es similar al de la DHFR humana, sin embargo, existen varias diferencias estructurales
en el sitio activo (fig. 12b). Existen cuatro diferencias de residuos: Met 33 (h:Phe 31), cerca del C6 del anillo
pirimidina, Phe 66 (h:Asn 64) cerca del anillo arilo, lle 121 (h:Val 115) cerca del anillo pirimidina y Arg 37 (h:GIn 35)
mas lejos en la abertura del sitio activo. Las ultimas dos diferencias de residuos estan mas lejos del nucleo del sitio
activo. De forma importante, el bucle de CgDHFR que comprende los residuos Thr 58-Phe 66 se desplaza 1,2 A
lejos del sitio activo, en relacién con el mismo bucle que comprende Thr 56-Asn 64 en hDHFR. Los residuos en este
bucle forman interacciones clave con el anillo dimetoxifenilo del ligando. La selectividad modesta (156 veces) del
compuesto 11 resulta potencialmente de las interacciones entre el anillo dimetoxifenilo y Met 33 (Phe 31 en hDHFR)
o del anillo dimetoxifenilo y el bucle que contiene Ser 59-Pro 61, que esta mas cerca del sitio activo en hDHFR que
en CgDHFR y puede presentar algunas interacciones de van der Waals de repulsion.

Analogos heterociclicos de inhibidores enlazados a propargilo
Cristalizacion y determinacion estructural
Se cocristalizd la DHFR de S. aureus con 140, 142 y 148 usando el procedimiento de vaporizacion de gota colgante.

Se incubo la proteina (12 mg/ml) con el ligando (1 mM) y NADPH (2 mM) durante dos horas en hielo. Un volumen
igual del complejo proteina:ligando:NADPH se mezcld con una solucion de cristalizacion optimizada que consistia en
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PEG 10000 al 15 %, acetato de sodio 150 mM, MES 100 mM pH 6,5, y butirolactona al 5 % (Sigma Aldrich). Todo el
crecimiento de cristales siguio los mismos procedimientos y tipicamente proporciond cristales dentro de 5-7 dias. Los
cristales se incubaron en un tampodn crioprotector que contenia glicerol al 15 %, a continuacion se enfrié
rapidamente con nitrogeno liquido. Los conjuntos de datos de alta resolucion se recogieron en un Brookhaven NSLS
en X25 de linea de haz.

Los datos se indexaron y se escalaron usando HKL2000. Las estructuras cristalinas para todos los complejos se
resolvieron usando un modelo de DHFR de S. aureus unida a folato. Los datos de difraccion para el complejo
SaDHFR:NADPH:140 y el modelo comparten el mismo grupo espacial hexagonal (P6122) y dimensiones de célula
unitaria, por lo tanto, se usaron diferentes procedimientos de Fourier para resolver el problema de fases para estos
datos. Los cristales de SaDHFR:NADPH: 142 y SaDHFR:NADPH:148 pertenecen al grupo espacial P64 y hay dos
moléculas en la unidad asimétrica. Por lo tanto, estas estructuras se determinaron por reemplazo molecular usando
Phaser. Los programas COOT y Refmac5 se usaron para construir y refinar la estructura hasta que se logré un Reacior
y Ribre aceptable. La geometria estructural se evalué usando las representaciones de proCHECK y Ramachandran.
El disolvente no se incluyd en los modelos finales para las estructuras cristalinas de DHFR de S. aureus unida a
NADPH y los compuestos 140 y 142.

Para dilucidar las interacciones de los compuestos 148 y 153 con CgDHFR, se determinaron dos nuevas estructuras
cristalinas ternarias. Los cristales se hicieron crecer con la enzima, NADPH y un inhibidor, 148 o bien 153, usando
difusion de vapor de gota colgante. Los cristales obtenidos pertenecen al grupo espacial P41 y muestran amplitudes
de difraccion a la resolucion 2,6 y 2,3 A, respectivamente. Las estructuras se determinaron con procedimientos de
reemplazo molecular usando la molécula de sonda 3CSE’. La densidad electronica es evidente para los ligandos, lo
que permite la colocacion y el refinamiento de todas las coordenadas a los valores de Ripe de 25,8 y 26,5,
respectivamente (tabla 10).

Tabla 10
Parametro CgDHFR/148/NADPH CgDHFR/153/NADPH
PDB ID 3R09 3ROA
Grupo espacial P44 P4,
Célula unitaria (a, b, cen A) a=4226,b=42,26,c =238,69|a=42,71,b=42,71,c = 229,47
N.° de monémeros en asu 2 2
Resolucion (A) 41,63-2,60 42,72-2,30
Completitud, % (ultima corteza, %) 90,4 (95,9) 97,2 (100)
Reflexiones unicas 10629 16713
Rsim, % (ultima corteza) 5,1 (13,7) 8,0 (22,2)
I/o (Ultima corteza) 54,6 (21,9) 46,8 (6,6)
Estadisticas de refinamiento
factor R/Riibre 0,2018, 0,2648 0,2042, 0.258
N.° de atomos (proteina, ligandos, disolvente) 3692, 152, 36 3692, 154, 73
Desviacion MC, longitudes (A), angulos (grados) 0,006, 1,081 0,009, 1,273
de enlace
Prom. factor B (A?) 31,756 36,053
Prom. factor B para ligandos (Az) 39,2 37,1
Prom. factor B para moléculas de disolvente (AZ) 22,1 31,4
Estadistica de representacion de Ramachandran
Residuos en regiones mas favorecidas (%) 91,2 93,2
Residuos en regiones permitidas adicionales (%) 8,3 6,3
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Residuos en regiones generosamente permitidas 0,5 0,5
(%)
Residuos en regiones no permitidas (%) 0 0
Ejemplo 9

Quimica y modelado - Estructura A del CgDHFR

Ademas de las interacciones observadas con los compuestos de estructura B (tabla 3), los derivados de la estructura
A también mostraron una inhibicién potente y una mayor actividad antifingica. Especificamente, el compuesto de
acoplamiento 6 en la estructura de CgDHFR revel6 interacciones potenciales del grupo metilo de propargilo con una
cavidad compuesta de lle 121, Thr 58 y lle 62. EI grupo trimetoxifenilo presenta un grupo 3'-metoxi para interaccionar
con Ser 61y Leu 25, un grupo 4'-metoxi que tiene muy pocas interacciones con la proteina y un grupo 5'-metoxi que
interacciona con lle 62, Pro 63, Met 33 y distalmente, Phe 66.

Ejemplo 10

Quimica y modelado de inhibidores de CgDHFR de segunda generacién

Varios restos de los inhibidores de primera generacién que incluyen un grupo alquilo pequefio en la posicion C6 del
anillo pirimidina, el grupo metilo de propargilo del compuesto 6 y el grupo 3'-metoxi en el anillo fenilo proporcionaron
interacciones de van der Waals favorables con CgDHFR. Sin embargo, estaban disponibles interacciones
adicionales, relativas a las usadas por los compuestos 11 y 6, en la cavidad de unidn a ligando. Se sospeché que los
grupos lipofilos mas grandes en la posicion 5 'en el anillo arilo, en relacion con el grupo metoxi de los compuestos 11
y 6, podrian aprovechar mejor las interacciones hidréfobas disponibles de lle 62, Pro 63, Met 33 y Phe 66 (figura 13).
También se prevé que un grupo hidréfobo voluminoso en esta posicion, disefiado para incrementar la potencia
contra CgDHFR, disminuya la potencia (e incremente la selectividad) contra hDHFR. El bucle que contiene los
residuos 56-64 en hDHFR esta mas cerca del sitio activo y el modelado sugirié que seria necesario reubicarlo para
acomodar volumen estérico en la posicion 5 de un inhibidor de segunda generacion.

Por lo tanto, usando la estructura de CgDHFR y las caracteristicas de los compuestos 11 y 6, se disefiaron los
inhibidores de segunda generaciéon para que fueran significativamente mas potentes y selectivos. La serie de
derivados de segunda generacion incluyen un grupo metilo en la posicion C6 de la pirimidina, un grupo metilo de
propargilo y un anillo fenilo en la posicion meta (5') del anillo arilo, mientras que mantiene el grupo metoxi 3' en el
anillo arilo (véase la estructura en la tabla 3). Ademas de las nuevas interacciones predichas con la enzima, el
disefio de los compuestos de bifenilo presenta una ruta facil para la sintesis. El disefio de propargilo original se
aprovecha de un acoplamiento de Sonagashira clave para unirse a una pirimidina yodada con un compafiero
acetileno. La sintesis de los compuestos de bifenilo se extiende en este disefio modular para incluir un acoplamiento
de Suzuki para instalar el segundo anillo arilo. Los sustituyentes en el segundo anillo arilo se concibieron para
proyectar volumen hacia la region de bucle e incrementar tanto la potencia como la selectividad, por lo tanto, se
sintetizaron y se analizaron derivados de bifenilo con grupos metilo en las posiciones meta (compuesto 12) y para
(compuesto 13) en el segundo anillo (véase la tabla 10).

Ejemplo 11
Evaluacion bioldgica de CgDHFR y hDHFR

Se sometieron a prueba los compuestos de segunda generacion en ensayos enzimaticos usando CgDHFR y DHFR
humana, asi como en ensayos antifungicos. No sdélo se descubrid que los compuestos son extremadamente
potentes, con valores de Clsp en el intervalo subnanomolar contra DHFR, también presentaron una selectividad
fuerte (2.350 veces) para la enzima fungica (véase la tabla 11). Significativamente, estos compuestos de segunda
generacion también presentaron una actividad antifingica superior in vitro con niveles de inhibicion comparables a
los tratamientos usados clinicamente.
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Tabla 11. Inhibicién enzimatica y propiedades antifungicas de los compuestos de segunda generacion

NH OMe
2 4
NS
AL
HsN N Y |
[N
R
Compuesto | R CgDHFR Clsg hDHFR Selectividad Actividad antifunfica,
(nM) Clso(nM) (h/CgDHFR) CIM (ug/ml)
12 3,5 (meta) 0,55 750 1364 3
Me
13 4’ (para) Me 0,6 1410 2350 1,5

Se debe entender que anteriormente se ha divulgado una pluralidad de miembros de Markush y condiciones. Se
contempla y, por lo tanto, esta dentro del alcance de las composiciones y procedimientos descritos en el presente
documento, que cualquier condicién se puede combinar con cualquier otra condicién enumerada anteriormente para
dar un género de las composiciones y procedimientos descritos en el presente documento. Como alternativa, para
renunciar a cualquier compuesto descrito en cualquiera de los géneros de las composiciones y procedimientos
descritos en el presente documento, se puede renunciar a cualquier miembro de cualquiera de los grupos Markush
enumerados anteriormente para generar un género.

Aunqgue la presente invencién se ha descrito con detalle especifico con referencia a los modos de realizacion

divulgados, se entendera que se pueden efectuar muchas variaciones y modificaciones dentro del alcance de la
invencion.
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Met Ser Glu Lys Asn Val Ser Ile Val Val Ala Ala Ser Val Leu Ser
1 5 10 15

Ser Gly Ile Gly Ile Asn Gly Gln Leu Pro Trp Ser Ile Ser Glu Asp
20 25 30

Leu Lys Phe Phe Ser Lys Ile Thr Asn Asn Lys Cys Asp Ser Asn Lys
35 40 45

Lys Asn Ala Leu Ile Met Gly Arg Lys Thr Trp Asp Ser lle Gly Arg
50 55 60

Arg Pro Leu Lys Asn Arg Ile Ile Val Val Ile Ser Ser Ser Leu Pro
65 70 75 80

Gln Asp Glu Ala Pro Asp Asn Val Val Val Phe Arg Asn Leu Glu Asp
85 90 95

Ser Ile Glu Asn Leu Met Asn Asp Asp Ser Ile Glu Asn Ile Phe Val
100 105 110

Cys Gly Gly Glu Ser Ile Tyr Arg Asp Ala Leu Lys Asp Asn Phe Val
115 120 125

Asp Arg Ile Tyr Leu Thr Arg Val Ala Leu Glu Asp Ile Glu Phe Asp
130 135 140

Thr Tyr Phe Pro Glu Ile Pro Glu Thr Phe Leu Pro Val Tyr Met Ser
145 150 155 160

Gln Thr Phe Cys Thr Lys Asn Ile Ser Tyr Asp
165 170
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<210>2

<211> 252
<212> PRT
<213> T. gondii

<400> 2

Met Gln Lys Pro Val Cys Leu Val Val Ala Met Thr Pro Lys Arg Gly
1 5 10 15
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Ile Gly Ile Asn Asn Gly Leu Pro Trp Pro His Leu Thr Thr Asp Phe
20 25 30

Lys His Phe Ser Arg Val Thr Lys Thr Thr Pro Glu Glu Ala Ser Arg
35 40 45

Leu Asn Gly Trp Leu Pro Arg Lys Phe Ala Lys Thr Gly Asp Ser Gly
50 55 60

Leu Pro Ser Pro Ser Val Gly Lys Arg Phe Asn Ala Val Val Met Gly
65 70 75 80

Arg Lys Thr Trp Glu Ser Met Pro Arg Lys Phe Arg Pro Leu Val Asp
85 90 95

Arg Leu Asn Ile Val Val Ser Ser Ser Leu Lys Glu Glu Asp Ile Ala
100 105 110

Ala Glu Lys Pro Gln Ala Glu Gly Gln Gln Arg Val Arg Val Cys Ala
115 120 125

Ser Leu Pro Ala Ala Leu Ser Leu Leu Glu Glu Glu Tyr Lys Asp Ser
130 135 140

Val Asp Gln Ile Phe Val Val Gly Gly Ala Gly Leu Tyr Glu Ala Ala
145 150 155 160

Leu Ser Leu Gly Val Ala Ser His Leu Tyr Ile Thr Arg Val Ala Arg
165 170 175
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Glu Phe Pro Cys Asp Val Phe Phe Pro Ala Phe Pro Gly Asp Asp Ile
180 185 190

Leu Ser Asn Lys Ser Thr Ala Ala GIn Ala Ala Ala Pro Ala Glu Ser
195 200 205

Val Phe Val Pro Phe Cys Pro Glu Leu Gly Arg Glu Lys Asp Asn Glu
210 215 220

Ala Thr Tyr Arg Pro Ile Phe Ile Ser Lys Thr Phe Ser Asp Asn Gly
225 230 235 240

Val Pro Tyr Asp Phe Val Val Leu Glu Lys Arg Arg
245 250
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REIVINDICACIONES

Un compuesto de féormula V

A V
B
NR4R, W
N \
| J M
/
R3R4N N R L
Férmula V

en la que R se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo C1 a Cs, alcoxi C1 a Cs, e hidroxi;

en la que R4, Rz, R3, R4, se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, y alquilo C4
a GCs, cicloalquilo, alcoxialquilo, alcoxialcoxialquilo, arilalquilo, alquilcarbonilo, cicloalquilcarbonilo,
alcoxicarbonilo, alcoxialquilcarbonilo, alcoxialcoxialquilcarbonilo, arilcarbonilo, piridinilcarbonilo, ariloxialquilo,
haloalquilcarbonilo, y cianoalquilcarbonilo;

en la que A y B se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C1 a
Cs, halogeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi,
alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior,
alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi,
fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden
ellos mismos estar sustituidos opcionalmente con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior, o
alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere
decir alquilo C4 a Cg;

en la que uno de V y W es un grupo metoxi y el otro se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo
C1 a Cs, haldgeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi,
alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior,
alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi,
fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden
ellos mismos estar independiente sustituidos opcionalmente una o mas veces con halégeno, haloalquilo
inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con
cualquiera de los grupos anteriores quiere decir C1 a Cs,

en la que dos de J, L y M, se seleccionan del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C1 a Cs, haldgeno,
hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo
inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino
inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi,
arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos
estar independiente sustituidos opcionalmente una o mas veces con haldgeno, haloalquilo inferior, alquilo
inferior, alcoxi inferior, o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los
grupos anteriores quiere decir C1a Cg, y

en la que (a) el otro de J, L y M es un sustituyente seleccionado del grupo que consiste en piperidina,
perhidropirimidina, morfolina, piridina, pirimidina, indol, isoindol, quinolina, isoquinolina, oxazol, tiazol, y
imidazol, en la que la propia piperidina, perhidropirimidina, morfolina, piridina, pirimidina, indol, isoindol,
quinolina, isoquinolina, oxazol, tiazol, o imidazol puede estar opcionalmente sustituido una o mas veces con
alquilo C4 a Cs, haldégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior, alcoxialquilo inferior,
carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior, alquilcarbonilamino inferior,
alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo, alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi,
fenilo, fenoxi, arilalcoxi, o ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo, fenoxi, arilalcoxi o ariloxialcoxi pueden
ellos mismos estar independientemente sustituidos opcionalmente una o mas veces con haldgeno, haloalquilo
inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que "inferior" usado conjuntamente con
cualquiera de los grupos anteriores quiere decir Cq a Cs, 0 (b) el otro de J, L, y M se selecciona del grupo que
consiste en formula VIA y formula VIB
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NS JVIVV‘
/\ Rag
R|T2 e Tss
R33\ _=Ras
Ras Rag Raz Rao
Formula VIA Formula VIB

en la que al menos uno de Raz, Rs3, Ra4, R35 y Rss es N 'y cualquiera de Raz, Rs3, Ras, Ras y Rsg que no sea N es
CRx, en la que para cada uno de Ra», Rs3, Ras, Rss y Rsg que no sea N, R esta independientemente
seleccionado de hidrogeno, alquilo C1 a Cs, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi
inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior,
alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo,
alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo,
fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar independientemente sustituidos opcionalmente una o
mas veces con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que
"inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir C1 a Cs;

en la que R37 es O, NH o NCHg3;

en la que Rsg es N o CH, y cuando Rag es CH, Rz7 es NH o NCH3; y
en la que Rsg y R4g independientemente son hidrogeno o CHs

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

El compuesto de la opcion (a) en la reivindicacion 1, en el que R es metilo o etilo, uno de Ay B es hidrogeno y
el otro de Ay B es hidrégeno o alquilo C1 a Cg, uno de V y W es metoxi, y el otro de V y W es hidrégeno.

El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el otro de J, L y M se selecciona del grupo que consiste en
férmula VIA y formula VIB

TG \mivv\
/\ Rae
F\’|3|2 X Tse
B Z Ras
Ra4 Rag R37 Ra4o
Férmula VIA Férmula VIB

en la que al menos uno de Raz, Rs3, Ra4, R35 y Rss es Ny cualquiera de Raz, Rs3, Ras, Ras y Rsg que no sea N es
CRx, en la que para cada uno de Ra», Rs3, Ras, Rss y Rsg que no sea N, R esta independientemente
seleccionado de hidrogeno, alquilo C1 a Cs, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi
inferior, alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior,
alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo,
alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo,
fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos estar independientemente sustituidos opcionalmente una o
mas veces con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que
"inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir C1 a Cg;

en la que R37 es O, NH o NCHg3;
en la que Rsg es N o CH, y cuando Rsg es CH, Rz7 es NH o NCH3; y

en la que Rsg y R4g independientemente son hidrégeno o CHs.

69



10

15

20

25

30

35

40

45

50

10.

11.

12.

13.

14.

15.

ES 2595952713

El compuesto de la reivindicacion 3, en el que uno de J, L y M es formula VIA, y en la que al menos uno de Rs,
Ra3, R34, R3s ¥y R3g es N, y cualquiera de Rsz, Ras, Ras, R3s y Ras que no sea N es CH.

El compuesto de la reivindicacion 4, en el que al menos dos de Raz, Ras, Ras, R3s y Ras son N.

El compuesto de la reivindicacion 3, en el que uno de J, L y M es la férmula VI B, en la que Rsg es N, Ra7 es O,
y Rag y Rsg son iguales y son hidrogeno o bien CHs.

El compuesto de la reivindicacion 3, en el que uno de J, L y M es la férmula VI B, en la que Rss es N, Rs7 es NH
0 NCHBs, y Rag y Rso son hidrégeno.

El compuesto de la opcién (a) de la reivindicacion 1, en el que dos de J, L y M se seleccionan del grupo que
consiste en hidrégeno, alquilo C1 a Cs, halégeno, hidroxi, haloalquilo inferior, alcoxi inferior, haloalcoxi inferior,
alcoxialquilo inferior, carboxi, alcoxicarbonilo inferior, ciano, nitro, aminocarbonilo, alquilsulfinilo inferior,
alquilcarbonilamino inferior, alquilsulfonilamino inferior, alquiltio inferior, alquilsulfonilo inferior, formilo,
alcoxicarbonilo inferior, dialquilsililoxi, fenilo, fenoxi, arilalcoxi, y ariloxialcoxi, en la que los sustituyentes fenilo,
fenoxi, arilalcoxi y ariloxialcoxi pueden ellos mismos opcionalmente estar sustituidos independientemente una o
mas veces con halégeno, haloalquilo inferior, alquilo inferior, alcoxi inferior o alquilsulfonilo inferior, en la que
"inferior" usado conjuntamente con cualquiera de los grupos anteriores quiere decir alquilo C1 a Cs; y en el que
el otro de J, L y M se selecciona del grupo que consiste en formula VIC, formula VID y féormula VIE

/R43
Oi\‘ | / Ri(‘t
Ras
A R4z / /
R41/ Ra4e
Formula VIC Férmula VID Férmula VIE

en la que uno de R41 y Rs2 es N y el otro es CH; en la que R43 es H o alquilo C4-Ceg;

en la que uno de R4s4, R4s ¥ Ras €s N, un segundo de Rus, Ras y Rag €s O, S, NH, o N(alquilo C+-Cs), y el tercero
de Ras, Rss y R €s CH; y en la que cualquier carbono de metino en el grupo heterociclico puede servir como
punto de unién del grupo heterociclico al compuesto de formula V.

Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 en
combinacién con uno o mas diluyentes, excipientes o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 o una composicién de acuerdo con la
reivindicacion 9, para su uso en el tratamiento de un individuo que tiene una infeccién bacteriana, una infeccién
fungica o una infeccion protozoica.

Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 o una composicién de acuerdo con la
reivindicacion 9, para su uso en el tratamiento de un individuo que tiene una infeccién de Bacillus anthracis,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Streptococcus pyogenes, Candida glabrata, Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, Cryptosporidium hominis o Toxoplasma gondii.

Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 o una composicién de acuerdo con la
reivindicacion 9, para su uso en el tratamiento de un individuo que tiene una enfermedad neoplasica.

Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 o una composicién de acuerdo con la
reivindicacion 9, para su uso en el tratamiento de un individuo que tiene cancer.

La composicion farmacéutica de la reivindicacién 9, que comprende ademas un compuesto sulfa que presenta
actividad alta contra bacterias patdgenas.

La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 14, para su uso en el tratamiento de un individuo

que tiene una infeccion bacteriana, una infeccion fungica, una infeccién protozoica, una enfermedad neoplasica
o cancer.
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Figura 2
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Figuras 4A 'y 4B
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Figura 7
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Figuras 8A 'y 8B

78



ES 2595952713

9By 9C

Figuras 9A

79



ES 2595952713

,10By 10C

Figuras 10A
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 16
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