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bilaterales para el tratamiento de la infeccion por el
virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) y
otras enfermedades.

La invencién consiste en nuevos compuestos p-
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dominios proteicos de a - hélice en interaccién con
otras biomoléculas.
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NUEVOS p-TERFENILOS HEXAKIS-SUSTITUIDOS CON GRUPOS BILATERALES PARA
EL TRATAMIENTO DE LA INFECCION POR EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA
HUMANA TIPO 1 (VIH-1) Y OTRAS ENFERMEDADES

DESCRIPCION
SECTOR DE LA TECNICA

La invencién consiste en nuevos compuestos p-terfenilos hexakis-sustituidos con grupos
bilaterales y composiciones farmacéuticas que los contengan con utilidad como agentes

farmacéuticos.

Debido a su capacidad de interaccionar con un bucle interno de ARN y de mimetizar una o-
hélice proteica, estos compuestos son efectivos especialmente en el tratamiento de la
infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) asi como otras
enfermedades, tales como enfermedades causadas por otros virus ARN, enfermedades
infecciosas o cronicas donde estos compuestos puedan ser usados para modular la funcién
de bucles internos de ARN, o enfermedades infecciosas o crénicas donde estos compuestos
puedan ser utilizados como agonistas o inhibidores de dominios proteicos de a-hélice en

interaccion con otras biomoléculas.

ESTADO DE LA TECNICA

Segun el informe 2011 de la Organizacion Mundial de la Salud sobre la respuesta
internacional al SIDA, en 2010 la infeccién por VIH afecté a 34 millones de personas en todo

el mundo, causando 2,7 millones de nuevos casos y 1,8 millones de muertes.

En los ultimos afos la terapia antiretroviral ha disminuido las tasas de incidencia y
mortalidad de la enfermedad. El tratamiento se basa en combinaciones de tres o cuatro
farmacos que inhiben la proteasa, la transcriptasa reversa o la integrasa del virus, o bien
bloquean su entrada en la célula. Sin embargo, esta terapia no elimina la infeccién'?. La
aparicion de resistencias y la falta de una vacuna efectiva refuerzan ain mas la necesidad

de identificar nuevos farmacos que actien sobre dianas alternativas del virus. Por tanto en
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la actualidad sigue existiendo una necesidad muy importante de desarrollar nuevas terapias

que consigan eliminar la infeccion causada por VIH.

El ARN desempefia un papel central en el functionamiento de los seres vivos®, y muchas
moléculas de ARN humanas, bacterianas y virales poseen un potencial terapéutico
considerable, que aun permanece sin explotar. Actualmente se usan dos estrategias para
abordar este tipo de receptores. La primera se basa en la generacidén de agentes antisentido
o0 ARNi, disehados para aparearse con el ARN diana y de esta manera promover su
degradacién o bloquear su traduccion. La segunda estrategia consiste en la sintesis de
pequefas moléculas organicas disefiadas para reconocer especificamente las cavidades

formadas por estructuras terciarias de ARN vy asi interferir con su funcion®.

Los motivos de ARN funcionales y estructurados no son facilmente accesibles a los agentes
antisentido y tienen la ventaja de una fuerte conservacién de secuencia y/o estructura
tridimensional. Este factor es importante para el desarrollo de anti-infecciosos, ya que podria
resultar en una aparicion mas lenta de resistencias a los farmacos que actuen sobre estas
estructuras. Sin embargo, exceptuando diversos antibidticos que interaccionan con sitios del
ARN ribosdmico bacteriano, el desarrollo de nuevos farmacos dirigidos a ARN se ha visto
obstaculizado por las dificultades impuestas por estas estructuras, que poseen una
diversidad fisicoquimica limitada y son muchas veces flexibles*®. Para que esta estrategia
tenga éxito, es imperativo identificar nuevos esqueletos quimicos y nuevos mecanismos de

reconocimiento especifico de ARN estructurado.

El elemento de reconocimiento de Rev (RRE) es una estructura fuertemente conservada de
350 nucledtidos localizada en el gen env del ARN del virus de la inmunodeficiencia humana
tipo 1 (VIH-1). Dentro del subdominio IIB del RRE, el surco mayor inusualmente ensanchado
de un bucle interno GGCG:ACGGUA forma un complejo de alta afinidad® con la a-hélice rica
en argininas de Rev (Fig. 1, a), una proteina tipo hélice-vuelta-hélice formada por 116
aminoacidos y codificada por el virus "®. Esta interaccion inicial entre el bucle interno 1B y la
a-hélice de uniéon a ARN de Rev (designada en lo sucesivo como Revs,s0) €s esencial para
la viabilidad del virus, ya que dispara una cascada de eventos que permiten el transporte de
moléculas no procesadas de ARN viral al citoplasma de la célula infectada en la fase tardia

del ciclo viral’. Estos eventos incluyen la incorporacién de moléculas adicionales de Rev al



10

15

20

25

30

ES 2489 815 Al

complejo’® a través de contactos hélice-hélice e interacciones con otros sitios del RRE’, y la

asociacion de la ribonucleoproteina RRE-Rev al factor de transporte celular Crm1”.

Diversos trabajos publicados en los dultimos afios indican que Rev tiene efectos
pleiotropicos'': ademas de transportar el ARN viral al citoplasma, esta proteina promueve la
traduccion y el empaquetamiento del ARN viral'' '? e interfiere con la integracién del cDNA
viral en el genoma de la célula hospedadora'. Claramente, Rev representa una importante

diana para la terapia anti-VIH-1.

La presente invencion comprende el disefio in silico y la sintesis organica de compuestos
para-terfenilicos hexakis-sustituidos con grupos bilaterales. La introduccién de sustituyentes
en orto y a ambos lados de un esqueleto p-terfenilico asegura una proyeccién de cadenas
laterales en un abanico de 360° en el espacio, de manera similar a lo observado en el
complejo de alta afinidad entre la a-hélice de Rev y RRE, donde dos tercios de la proteina
estan rodeados por ARN. Esta conformacion, junto a su composicion quimica, permite a los
compuestos unirse de manera especifica al bucle interno 11B del ARN RRE del virus VIH-1.
La invencion contiene la confirmacion, mediante experimentos in vitro, de que estos p-
terfenilos hexakis-sustituidos efectivamente reconocen este bucle mimetizando la a-hélice
de unidon a ARN de Reyv, siendo capaces de inhibir la interaccion entre RRE y Revagso.
Asimismo, la invencién describe ensayos celulares que demuestran que los inhibidores mas
potentes bloquean la replicacion del virus VIH-1 in vivo, y ejercen este efecto en las fases

pos-transcripcionales del ciclo de vida del virus.

Los compuestos descritos en esta invencion actuan sobre el sistema RRE-Rev viral, una
diana terapéutica esencial para la replicacion del VIH-1 que hasta el momento no ha sido
explotada. Las moléculas se basan en un esqueleto organico de estructura novedosa, no
antibiotico y no peptidico, disefiado para reconocer una estructura de ARN viral fuertemente
conservada. Por este motivo, la apariciéon de resistencias a este tipo de compuestos podria
ser mas lenta que la observada para los compuestos actualmente usados en clinica, que
actuan sobre dianas proteicas menos conservadas. Ademas, RRE y Rev estan codificados
por el virus y ningun factor celular interviene en la interaccion RRE-Rev. Por tanto, los
inhibidores RRE-Rev pueden bloquear la replicacion del virus VIH-1 con menores efectos en

componentes celulares y por ende menor toxicidad.
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La solicitud de patente americana US2005/0215563 hace referencia a una amplia familia de
compuestos para el tratamiento de enfermedades relacionadas con o receptivas de la
inhibicion de la interaccion entre una a-hélice proteica y otra proteina o sitio de unién. Entre
otras dianas, la solicitud extiende la aplicacibn de los compuestos hacia posibles
tratamientos contra infecciones causadas por HIV-1, citando en particular la inhibicién de la
proteina gp41 para bloquear la entrada del virus en la célula y, de manera mucho mas
indirecta, una hipotética inhibicion de la proteina Rev. La figura 14 de la solicitud
US2005/0215563 describe diversos compuestos con actividad inhibitoria gp41. Estos
compuestos son conceptualmente y estructuralmente diferentes de los compuestos p-

terfenilicos hexakis-sustituidos con grupos bilaterales descritos en la presente invencion.

Por tanto, la presente invencion aporta nuevos compuestos p-terfenilos hexakis-sustituidos
con grupos bilaterales farmacolégicamente activos, representados por la formula general |,
para la prevencion y tratamiento de infecciones causadas por el virus VIH-1. Debido a su
capacidad de interaccionar con un bucle interno de ARN y de mimetizar una a-hélice
proteica, estos compuestos también pueden ser activos para tratar otras enfermedades,
tales como enfermedades causadas por otros virus ARN, enfermedades infecciosas o
croénicas donde estos compuestos puedan ser usados para modular la funcién de bucles
internos de ARN, o enfermedades infecciosas o crénicas donde estos compuestos puedan
ser utilizados como agonistas o inhibidores de dominios proteicos de a-hélice en interaccion

con otras biomoléculas.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La invencién proporciona nuevos compuestos para-terfenilicos hexakis-sustituidos con
grupos bilaterales y composiciones farmacéuticas que contienen los compuestos definidos
por la Férmula (1) para su uso en el tratamiento profilactico y/o terapéutico de la infeccion por
el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) y/o otras enfermedades causadas por
otros virus ARN, enfermedades infecciosas o cronicas responsivas a la modulacién de la
funcidn de bucles internos de ARN, y/o enfermedades infecciosas o cronicas responsivas a
la inhibicion o mimetismo de dominios proteicos de o-hélice en interaccion con otras

biomoléculas.
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Los compuestos de la presente invencidon son capaces de unirse al bucle interno |IB del
ARN RRE del virus VIH-1, inhibir la interaccién entre RRE y Reva, 50, Y bloquer la replicacion

del virus VIH-1 sin mostrar toxicidad celular a las concentraciones evaluadas.

Los compuestos de la presente invencion estan representados por la siguiente Férmula (1):

=L

)
donde:
A, By C representan independientemente uno del otro anillos de seis atomos seleccionados
del grupo que consiste en benceno, piridina, pirazina, pirimidina, piridazina, ciclohexano,
oxano, piperidina y piperazina,

los anillos de seis atomos A, B y C estan unidos en para mediante enlaces simples,

los sustituyentes R', R? R® R* R°y R°® ocupan posiciones orto o meta respecto a los

atomos que enlazan entre si los anillos de seis miembros,

los sustituyentes R’ y R® ocupan posiciones para respecto a los a&tomos que enlazan entre si

los anillos de seis miembros,

R' y R? ocupan posiciones bilaterales (1,3 6 1,4 disustituidas una respecto a la otra) en el

anillo de seis atomos y se seleccionan independientemente uno del otro de un grupo
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consistente en: hidrogeno, halégeno, hidroxilo, alcoxi, alquil amina, alquil guanidina, alquil

amida, alquil éster, alquil carboxilato, hidroxialquilo, alcoxialquilo, haloalquilo y alquilo,

R® y R* ocupan posiciones bilaterales (1,3 6 1,4 disustituidas una respecto a la otra) en el
anillo de seis atomos y se seleccionan independientemente uno del otro de un grupo
consistente en hidrégeno, halégeno, hidroxilo, alcoxi, alquil amina, alquil guanidina, alquil

amida, alquil éster, alquil carboxilato, hidroxialquilo, alcoxialquilo, haloalquilo y alquilo,

R°® y R® ocupan posiciones bilaterales (1,3 6 1,4 disustituidas una respecto a la otra) en el
anillo de seis atomos y se seleccionan independientemente uno del otro de un grupo
consistente en: hidrogeno, halégeno, hidroxilo, alcoxi, alquil amina, alquil guanidina, alquil

amida, alquil éster, alquil carboxilato, hidroxialquilo, alcoxialquilo, haloalquilo y alquilo, y

R” y R® se seleccionan independientemente uno del otro de un grupo consistente en
hidrégeno, halégeno, hidroxilo, alcoxi, alquil amina, alquil guanidina, alquil amida, alquil
éster, alquil carboxilato, hidroxialquilo, alcoxialquilo, haloalquilo, alquilo, aril alcoxi y aril

éster.

El término “alquilo” o “alquil’, segun se utiliza en la presente memoria, comprende
hidrocarburos que contienen de 1 a 12 atomos de carbono, ciclicos o aciclicos, saturados o
insaturados, ramificados o no ramificados, sustituidos o no sustituidos con diferentes grupos

funcionales, como por ejemplo metilo, hexilo, isopropilo, propenilo, etc.

El término “halo” o “halégeno”, segun se utiliza en la presente memoria, comprende fluor,

cloro, bromo y yodo.

El término “alcoxi”, segun se utiliza en la presente memoria, comprende hidrocarburos de 1
a 12 atomos de carbono unidos a atomo de oxigeno. Los atomos de carbono podran formar
cadenas ciclicas o aciclicas, saturadas o insaturadas, ramificadas o no ramificadas,
sustituidas o no sustituidas con diferentes grupos funcionales. Algunos ejemplos son metoxi,

etoxi, ciclohexilmetoxi, morfolinmetoxi, etc.

El término “arilo”, segun se utiliza en la presente memoria, comprende anillos aromaticos de

5 a 6 atomos que pueden ser carbono, nitrégeno, oxigeno y azufre, sustituidos o no

7
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sustituidos con diferentes grupos funcionales en una o varias posiciones, como por ejemplo

trifluorometilbenceno, piridina, tiofeno, etc.

Los compuestos preferidos de la presente invencidon se seleccionan de un grupo de

moléculas definidas por la Formula general (1), donde:
A, B y C son benceno,

R' y R? ocupan posiciones bilaterales 1,3 disustituidas una respecto a la otra y meta
respecto al carbono de su anillo unido al benceno B, y son grupos aminometilo, aminoetilo o

aminopropilo, substituidos o no substituidos,

R® y R* ocupan posiciones bilaterales 1,3 disustituidas una respecto a la otra y orto respecto
al carbono de su anillo unido al benceno A, y se seleccionan independientemente uno del
otro de un grupo consistente en hidrégeno, halégeno, hidroxilo, (C1-C6) alcoxi, (C1-C6)
alquil amida sustituida o no sustituida, (C1-C6) alquil ester sustituido o no sustituido, (C1-C6)

hidroxialquilo, (C1-C6) haloalquilo, (C1-C6) alcoxialquilo, y (C1-C8) alquilo,

R® y R® ocupan posiciones bilaterales 1,3 disustituidas una respecto a la otra y orto respecto
al carbono de su anillo unido al benceno B, y son grupos aminometilo, aminoetilo o

aminopropilo, substituidos o no substituidos, y

R” y R® se seleccionan independientemente uno del otro de un grupo consistente en
hidrogeno, halégeno, hidroxilo, (C1-C10) alcoxi, (C1-C10) alquil amina, (C1-C10) alquil
guanidina, (C1-C10) alquil amida, (C1-C10) alquil éster, (C1-C10) hidroxialquilo, (C1-C10)

alcoxialquilo, (C1-C10) haloalquilo, (C1-C10) alquilo, aril alcoxi, y aril éster.

En concreto son compuestos preferidos de la presente invencion:

JB-399: 2",3,5,6"-tetrakis(2-aminoetil)-4"-metoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-4-ol
[1S-358: 2",3,5,6"-tetrakis(2-aminoetil)-2',4"-dimetoxi-[1,1":4",1"-terfenil]-4-ol
[1S-311: 2,2'2",2"-(4"-(benciloxi)-3',4-dimetoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-2,3",5",6-

tetrail)tetraetilamina
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[1S-478: 2,2'2",2"-(3',4-dimetoxi-4"-((4-(trifluorometil)bencil)oxi)-[1,1":4',1"-terfenil]-
2,3",5",6-tetrail)tetraetilamina
[1S-530: 2,2'2",2"-(4"-(ciclohexilmetoxi)-3',4-dimetoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-2,3",5",6-
tetrail)tetraetilamina
[1S-420: 2",3,5,6"-tetrakis(2-aminoetil)-4"-metoxi-2',6'-dimetil-[1,1":4',1"-terfenil]-4-ol
[1S-375: 2,2'2",2"-(4"-(benciloxi)-4-metoxi-3',5'-dimetil-[1,1":4',1"-terfenil]-2,3",5",6-
tetrail)tetraetilamina
[1S-792: 2",3,5,6"-tetrakis(2-aminoetil)-2'-etil-4"-metoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-4-ol
[IS-758: 2,2'2",2"-(4"-(benciloxi)-3'-etil-4-metoxi-[1,1":4",1"-terfenil]-2,3",5",6-
tetrail)tetraetilamina
[1S-806: 2",3,5,6"-tetrakis(2-aminoetil)-2',6'-dietil-4"-metoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-4-
ol
[1S-711: 2,2' 2", 2"-(4"-(benciloxi)-3',5'-dietil-4-metoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-2,3",5",6-
tetrail)tetraetilamina
H,N O NH,
H,N O NH,
OMe
JB-399
CFs
OH (?o (?o (Po
H,N NH, H,N NH, H,N NH, H,N NH,
® ® ® ®
o} o o o}
e gl gl e
H,N NH, H,N NH, H,N NH, H,N NH,
J 9 9 J
OMe OMe OMe OMe
IS-358 IIS-311 IIS-478 IS-530

9
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OH Eo
HoN O NH,  H,N NH,
O CH, O CH,
H N O NH,  H,N NH,
OMe oM

IS-792 IS-758
OH (Po
HN O NH, H,N O NH,
She S o o
H N O NH, H,N O NH,
OMe OMe
5 115420 IS-375

IS-806 OMe IS-771  OMe

De entre ellos, los compuestos mas preferidos de la presente invencion son:
10

10



10

15

20

25

30

ES 2489 815 Al

[1S-806: 2",3,5,6"-tetrakis(2-aminoetil)-2',6'-dietil-4"-metoxi-[1,1":4",1"-terfenil]-4-

ol

[1S-711: 2,2',2",2"-(4"-(benciloxi)-3',5'-dietil-4-metoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-2,3",5",6-
tetrail)tetraetilamina

[1S-420: 2",3,5,6"-tetrakis(2-aminoetil)-4"-metoxi-2',6'-dimetil-[1,1":4',1"-terfenil]-4-ol

[1S-375: 2,2',2",2"-(4"-(benciloxi)-4-metoxi-3',5'-dimetil-[1,1":4',1"-terfenil]-2,3",5",6-

tetrail)tetraetilamina

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 representa (a) la estructura tridimensional del complejo formado por el bucle
interno IIB del RRE y la a-hélice de unidén a ARN de la proteina Rev, ReVss.50° y (b) una
superposicion de la conformacién de minima energia de un p-terfenilo hexakis-sustituido con
grupos bilaterales sobre la a-hélice Revss.50. Ambos sistemas estan orientados con sus ejes

largos perpendiculares al plano del papel.

La Figura 2 representa un analisis de resonancia de plasmoén superficial (SPR) de la
interaccion entre un p-terfenilo con sustituciones bilaterales (11S-478) y las horquillas de ARN
RRE, RRE. y TAR.. Se muestran los sensogramas SPR (izquierda) y las curvas de unién en
estado estacionario (derecha), para las interacciones RRE:IIS-478 (arriba), RRE.:[I1S-478 (en
medio) y TAR.:11S-478 (abajo), obtenidas a 25 °C y pH 7.4. Las concentraciones de ligando
abarcaron un rango entre 0.1 y 100 yM. Se fijaron cantidades similares de los tres ARN
(aproximadamente 300 RUs) en los canales del chip SPR. Los parametros de la interaccion

y los valores y” del ajuste de las curvas se indican en los graficos.

La Figura 3 representa espectros de RMN de varias interacciones representativas entre

RRE y moléculas bifenilicas y terfenilicas. Se muestra la asignacion de la region aromatica

H5-H6 de los espectros TOCSY (obtenidos a 27 °C con un tiempo de mezcla de 60 ms)

correspondientes a las interacciones RRE:IIS-420, RRE:I1S-806 y RRE:JB-398. Los picos
11
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cruzados H5-H6 de pirimidina estan etiquetados con el nombre y niumero de residuo de la
secuencia RRE (SEQ ID No.1). En todos los casos, el espectro de RRE libre (1:0) esta
superpuesto sobre los espectros de complejos con proporciones molares RRE:ligando

crecientes.

La Figura 4 representa un modelo computacional apoyado en datos de RMN de un complejo

entre RRE e 11S-311, construido a partir de la estructura tridimensional 1ETF®.

La Figura 5 representa curvas de inhibicion de la interaccion RRE-Revs4.5 por los terfenilos
[1IS-420 e 11S-375 y el antibidtico de referencia neomicina B, obtenidas mediante un ensayo
de desplazamiento basado en anisotropia de fluorescencia. Los graficos representan
anisotropia normalizada en funcion del logaritmo de la concentracién de compuesto (UM), e
indican el valor R? del ajuste utilizado para obtener el valor ICs, de los compuestos. Los

experimentos fueron realizados a 25°C y con 60 nM RRE y 10 nM frevp.

La Figura 6 representa ensayos celulares. (a) Ensayos anti-VIH-1 mostrando la actividad
antiviral (NL4.3-Ren) y la viabilidad celular en presencia de diferentes concentraciones de
los compuestos. Los resultados se expresan como porcentaje de RLUs en el que el 100%
representa infecciones con el vehiculo utilizado para disolver los compuestos. (b) Ensayo
post-integracién. Los graficos muestran la actividad de los compuestos activos en
transfecciones de plasmidos luciferasa bajo el control del genoma completo del VIH-1
(NL4.3-Luc). Los resultados se expresan como porcentaje de RLUs en el que el 100%

representa transfecciones con el vehiculo utilizado para disolver los compuestos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Es un objeto de la presente invencion, compuestos p-terfenilos hexakis-sustituidos con

grupos bilaterales de Formula (1):
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-

RI—A —R-
rR*—B—~r"*
Ri——C—R"

EE

(1)
donde:

A, B y C representan independientemente uno del otro anillos de seis atomos seleccionados
del grupo que consiste en benceno, piridina, pirazina, pirimidina, piridazina, ciclohexano,

oxano, piperidina y piperazina,

los anillos de seis atomos A, B y C estan unidos en para mediante enlaces simples,

los sustituyentes R', R? R® R* R®y R°® ocupan posiciones orto o meta respecto a los

atomos que enlazan entre si los anillos de seis miembros,

Los sustituyentes R’ y R® ocupan posiciones para respecto a los 4tomos que enlazan entre

si los anillos de seis miembros,

R" y R? ocupan posiciones bilaterales (1,3 6 1,4 disustituidas una respecto a la otra) en el
anillo de seis atomos y se seleccionan independientemente uno del otro de un grupo
consistente en: hidrogeno, haldgeno, hidroxilo, alcoxi, alquil amina, alquil guanidina, alquil

amida, alquil éster, alquil carboxilato, hidroxialquilo, alcoxialquilo, haloalquilo y alquilo,

R® y R* ocupan posiciones bilaterales (1,3 6 1,4 disustituidas una respecto a la otra) en el

anillo de seis atomos y se seleccionan independientemente uno del otro de un grupo
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consistente en hidrégeno, haldégeno, hidroxilo, alcoxi, alquil amina, alquil guanidina, alquil

amida, alquil éster, alquil carboxilato, hidroxialquilo, alcoxialquilo, haloalquilo y alquilo,

R® y R® ocupan posiciones bilaterales (1,3 6 1,4 disustituidas una respecto a la otra) en el
anillo de seis atomos y se seleccionan independientemente uno del otro de un grupo
consistente en: hidrogeno, halégeno, hidroxilo, alcoxi, alquil amina, alquil guanidina, alquil

amida, alquil éster, alquil carboxilato, hidroxialquilo, alcoxialquilo, haloalquilo y alquilo, y

R” y R® se seleccionan independientemente uno del otro de un grupo consistente en
hidrégeno, halégeno, hidroxilo, alcoxi, alquil amina, alquil guanidina, alquil amida, alquil
éster, alquil carboxilato, hidroxialquilo, alcoxialquilo, haloalquilo, alquilo, aril alcoxi y aril

éster.

El término “alquilo” o “alquil’, segun se utiliza en la presente memoria, comprende
hidrocarburos que contienen de 1 a 12 atomos de carbono, ciclicos o aciclicos, saturados o
insaturados, ramificados o no ramificados, sustituidos o no sustituidos con diferentes grupos

funcionales, como por ejemplo metilo, hexilo, isopropilo, propenilo, etc.

El término “halo” o “halégeno”, segun se utiliza en la presente memoria, comprende fluor,

cloro, bromo y yodo.

El término “alcoxi”, segun se utiliza en la presente memoria, comprende hidrocarburos de 1
a 12 atomos de carbono unidos a atomo de oxigeno. Los atomos de carbono podran formar
cadenas ciclicas o aciclicas, saturadas o insaturadas, ramificadas o no ramificadas,
sustituidas o no sustituidas con diferentes grupos funcionales. Algunos ejemplos son metoxi,

etoxi, ciclohexilmetoxi, morfolinmetoxi, etc.

El término “arilo”, segun se utiliza en la presente memoria, comprende anillos aromaticos de
5 a 6 atomos que pueden ser carbono, nitrégeno, oxigeno y azufre, sustituidos o no
sustituidos con diferentes grupos funcionales en una o varias posiciones, como por ejemplo

trifluorometilbenceno, piridina, tiofeno, etc.
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En un aspecto preferente de la presente invencion, se proporcionan compuestos definidos

por la Férmula general (1), donde:

A, By C son benceno,

R' y R? ocupan posiciones bilaterales 1,3 disustituidas una respecto a la otra y meta
respecto al carbono de su anillo unido al benceno B, y son grupos aminometilo, aminoetilo o

aminopropilo, substituidos o no substituidos,

R®y R* ocupan posiciones bilaterales 1,3 disustituidas una respecto a la otra y orto respecto
al carbono de su anillo unido al benceno A, y se seleccionan independientemente uno del
otro de un grupo consistente en hidrégeno, halégeno, hidroxilo, (C1-C6) alcoxi, (C1-C6)
alquil amida sustituida o no sustituida, (C1-C6) alquil ester sustituido o no sustituido, (C1-C6)

hidroxialquilo, (C1-C6) haloalquilo, (C1-C6) alcoxialquilo, y (C1-C8) alquilo,

R® y R® ocupan posiciones bilaterales 1,3 disustituidas una respecto a la otra y orto respecto
al carbono de su anillo unido al benceno B, y son grupos aminometilo, aminoetilo o

aminopropilo, substituidos o no substituidos, y

R” y R® se seleccionan independientemente uno del otro de un grupo consistente en
hidrégeno, halégeno, hidroxilo, (C1-C10) alcoxi, (C1-C10) alquil amina, (C1-C10) alquil
guanidina, (C1-C10) alquil amida, (C1-C10) alquil éster, (C1-C10) hidroxialquilo, (C1-C10)

alcoxialquilo, (C1-C10) haloalquilo, (C1-C10) alquilo, aril alcoxi y aril éster.

En otro aspecto preferente de la presente invencion, se proporcionan compuestos

seleccionados del grupo que comprende:

JB-399: 2",3,5,6"-tetrakis(2-aminoetil)-4"-metoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-4-ol
[1S-358: 2",3,5,6"-tetrakis(2-aminoetil)-2',4"-dimetoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-4-ol
[1S-311: 2,2'2",2"-(4"-(benciloxi)-3',4-dimetoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-2,3",5",6-

tetrail)tetraetilamina
[1S-478: 2,2'2",2"-(3',4-dimetoxi-4"-((4-(trifluorometil)bencil)oxi)-[1,1":4',1"-terfenil]-

2,3",5",6-tetrail)tetraetilamina

15



10

15

20

25

30

ES 2489 815 Al

[1S-530: 2,2',2",2"-(4"-(ciclohexilmetoxi)-3',4-dimetoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-2,3",5",6-
tetrail)tetraetilamina

[1S-420: 2",3,5,6"-tetrakis(2-aminoetil)-4"-metoxi-2',6'-dimetil-[1,1":4',1"-terfenil]-4-ol

[1S-375: 2,2',2",2"-(4"-(benciloxi)-4-metoxi-3',5'-dimetil-[1,1":4',1"-terfenil]-2,3",5",6-
tetrail)tetraetilamina

[1S-792: 2",3,5,6"-tetrakis(2-aminoetil)-2'-etil-4"-metoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-4-ol

[1S-758: 2,2',2",2"-(4"-(benciloxi)-3'-etil-4-metoxi-[1,1":4",1"-terfenil]-2,3",5",6-
tetrail)tetraetilamina

[1S-806: 2",3,5,6"-tetrakis(2-aminoetil)-2',6'-dietil-4"-metoxi-[1,1":4",1"-terfenil]-4-

ol

e

[1S-711: 2,2',2",2"-(4"-(benciloxi)-3',5'-dietil-4-metoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-2,3",5",6-

tetrail)tetraetilamina.

En un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona un compuesto de Formula

() util para el tratamiento de una enfermedad en un mamifero, tal como un ser humano.

En adn otro aspecto de la presente invencidn se proporciona una composicién farmacéutica
que comprende: (a) una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de Férmula (1); y
(b) un excipiente farmacéuticamente aceptable, util para el tratamiento de una enfermedad

en un mamifero, tal como un ser humano.

En un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona un compuesto de Formula
() o una composicion farmacéutica que comprende dicho compuesto para reconocer

especificamente el bucle interno 11B del ARN RRE del virus VIH-1.

En un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona un compuesto de Formula
() o una composicion farmacéutica que comprende dicho compuesto para inhibir la
interaccion RRE-Revas.59 del VIH-1.

En un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona un compuesto de Férmula
() o una composicion farmacéutica que comprende dicho compuesto para bloquear la

replicacién del VIH-1 in vivo.
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En aun otro aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona un compuesto de
Férmula (1) o composicion farmacéutica que comprende dicho compuesto para prevenir y/o
tratar infecciones por VIH-1 y enfermedades relacionadas, tales como: infecciones
causadas por otros virus ARN como el virus del sindrome respiratorio agudo severo, el virus
de la gripe y el virus Ebola entre otros; enfermedades infecciosas o crénicas donde estos
compuestos puedan ser utilizados para modular la funcion de bucles internos de ARN tales
como los contenidos en la telomerasa o en el sitio interno de entrada al ribosoma de
oncogenes humanos como |I-myc (relevantes para el tratamiento de diversos tipos de cancer
incluyendo neuroblastoma entre otros), en las subunidades ribosémicas y biointerruptores
bacterianos (relevantes para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias como
Staphilococcus aureus o Pseudomonas aeruginosa entre otras), o en regiones funcionales
de moléculas de ARN viral como el dominio 3’X del virus de la hepatitis C (relevantes para el
tratamiento de infecciones causadas por éste y otros virus ARN); y enfermedades
infecciosas o crénicas donde estos compuestos puedan ser utilizados como agonistas o
inhibidores de proteinas con dominios a-hélice en interaccién con otras biomoléculas, como
el factor de transcripcion c-myc en interaccién con ADN y proteinas como Max (relevante
para el tratamiento de diversos tipos de cancer tales como el linfoma de Burkitt y los
canceres de colon y prostata entre otros), o las proteinas Rev y Gag en interaccién con la
sefal de empaquetamiento del virus VIH-1, o la proteina Rev en interaccion con otros

monomeros de Rev.

Adicionalmente también es un objeto de la presente invencion el uso de un compuesto de
Férmula | para la preparacion de un medicamento destinado al tratamiento profilactico y/o
terapéutico de la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) y/o
otras enfermedades causadas por otros virus ARN, enfermedades infecciosas o crdnicas
responsivas a la modulacion de la funcion de bucles internos de ARN, y/o enfermedades
infecciosas o cronicas responsivas a la inhibicion o mimetismo de dominios proteicos de a-

hélice en interaccion con otras biomoléculas.

Es también un objeto de la presente invencion un método de tratamiento en humanos de

infecciones por VIH-1 y enfermedades relacionadas, tales como: infecciones causadas por

otros virus ARN como el virus del sindrome respiratorio agudo severo, el virus de la gripe y

el virus Ebola entre otros; enfermedades infecciosas o crénicas donde estos compuestos
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puedan ser utilizados para modular la funciéon de bucles internos de ARN tales como los
contenidos en la telomerasa o en el sitio interno de entrada al ribosoma de oncogenes
humanos como I-myc (relevantes para el tratamiento de diversos tipos de cancer incluyendo
neuroblastoma entre otros), en las subunidades ribosémicas y biointerruptores bacterianos
(relevantes para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias como Staphilococcus
aureus o Pseudomonas aeruginosa entre otras), o en regiones funcionales de moléculas de
ARN viral como el dominio 3’X del virus de la hepatitis C (relevantes para el tratamiento de
infecciones causadas por éste y otros virus ARN); y enfermedades infecciosas o crénicas
donde estos compuestos puedan ser utilizados como agonistas o inhibidores de proteinas
con dominios a-hélice en interaccidon con otras biomoléculas, como el factor de transcripcion
c-myc en interaccion con ADN y proteinas como Max (relevante para el tratamiento de
diversos tipos de cancer tales como el linfoma de Burkitt y los canceres de colon y préostata
entre otros), o las proteinas Rev y Gag en interaccion con la sefial de empaquetamiento del

virus VIH-1, o la proteina Rev en interaccion con otros monémeros de Rev

Y finalmente es también otro objeto de la presente invencion, un procedimiento para la
obtencion de los compuestos de Férmula general (l), que comprende la formacion de
sucesivos enlaces C-C por acoplamientos de Suzuki entre halogenuros, ariltriflatos y ésteres
bordnicos de los anillos de 6 miembros A, B y C conteniendo grupos bilaterales, catalizados
por paladio. En este procedimiento, los derivados halogenuro de A y C introducen R', R?, R®,
y R®en la molécula final de acuerdo con la Férmula (1), y el éster borénico de B introduce R®

y R*en la molécula final de acuerdo con la Férmula (1).

Se pretende que la presente invencion abarque todas las formas ionizadas
farmacéuticamente aceptables (por ejemplo, sales) y solvatos (por ejemplo, hidratos) de los
compuestos de Férmula (1) independientemente de si se especifican tales formas y solvatos,
ya que se conoce bien en la técnica que pueden usarse agentes farmacéuticos en una

forma ionizada o solvatada.

Los compuestos de Formula (I) pueden contener uno o mas centros quirales y existir en
formas opticamente activas. Cuando un compuesto de Formula () o una sal del mismo
contiene un unico centro quiral, puede existir en dos formas enantioméricas. La presente
invencion incluye enantiomeros individuales y mezclas de estos enantiomeros, que pueden

obtenerse mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica.
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Cuando un compuesto de Féormula (1) o una sal del mismo contiene mas de un centro quiral,
puede existir en formas diastereoméricas. La presente invencion incluye cada diastereémero
y mezclas de estos diasteredmeros, que pueden obtenerse mediante métodos conocidos

por los expertos en la técnica.

Los compuestos de Formula () pueden formar sales organicas e inorganicas, por ejemplo,
con acidos inorganicos u organicos, por ejemplo, acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido
fumarico, acido tartarico, acido citrico, acido sulfurico, acido maleico, acético acido, acido
succinico, acido benzoico, acido palmitico, acido dodecanoico y aminoacidos acidos, tales
como acido glutamico, hidréxidos de metales alcalinos, por ejemplo, hidréxido de sodio; con
aminoacidos, por ejemplo, lisina o arginina. Las sales formadas con compuestos de
Férmula (1) pueden usarse en la presente invencién siempre que sean farmacéuticamente
aceptables. Tales sales y solvatos correspondientes también se encuentran dentro del

alcance de la presente invencion.

Profarmacos de los compuestos de Formula (I) también son el objeto de la presente
invencion. Tal como se conoce en la técnica, los profarmacos se alteran in vivo y se
transforman en un compuesto de la presente invencion. Se pretende que todos los métodos
convencionales de uso de los compuestos de la presente invencion, tanto si se especifica la
administracion del profarmaco como si no, comprendan la administracion de un profarmaco

que se convierte in vivo en un compuesto segun la presente invencion.

Es posible una variedad de vias de administracion de los compuestos y las composiciones
de la presente invencién incluyendo, pero sin limitarse necesariamente a, parenteral (por
ejemplo, inyeccién intravenosa, intraarterial, inframuscular, subcutanea), oral (por ejemplo,
en la dieta o por inhalacién), topica, nasal, rectal, o mediante microportadores de liberacion
lenta, dependiendo del estado que va a tratarse. La administracion oral, parenteral e
intravenosa son modos de administracion preferidos. La formulacion de los compuestos de
la presente invencidn que va a administrarse variara segun la via de administracién
seleccionada (por ejemplo, disolucién, emulsién, gel, aerosol, capsula). Formas
farmacéuticas adicionales segun la presente invencion son, por ejemplo, disoluciones,
suspensiones, pomadas, cremas, pastas, geles, tinturas, barras de labios, gotas, jarabes,

aerosoles y pulverizaciones.

19



10

15

20

25

30

ES 2489 815 Al

Una composicion apropiada de la presente invenciéon que comprende el compuesto o los
compuestos de Férmula (I) puede preparase en un vehiculo o portador fisiolégicamente
aceptable y adyuvantes y conservantes opcionales. Para disoluciones o emulsiones, los
portadores adecuados incluyen, por ejemplo, suspensiones, emulsiones o disoluciones
acuosas o alcohdlicas/acuosas, incluyendo medios salinos y tamponados, agua estéril,
cremas, pomadas, lociones, aceites, pastas y portadores sélidos. Los vehiculos parenterales
pueden incluir disolucién de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de
sodio, disolucion de Ringer con lactato, o aceites fijos. Los vehiculos intravenosos pueden
incluir diversos aditivos, conservantes, o reconstituyentes de fluidos, nutrientes o electrolitos.

(Véase Remington’s Pharmaceutical Science, 16" edicién, Mack, Ed. (1980)).

Las composiciones preferidas para su administracion parenteral estan en forma de
disoluciones, suspensiones, emulsiones, dispersiones y composiciones liofilizadas de los
compuestos de la invencion, preferiblemente en forma de suspensiones, emulsiones,
dispersiones o disoluciones acuosas isotonicas. Estas composiciones son preferiblemente
estériles, o bien procesandose en un entorno estéril durante todo su proceso de preparacion
0 bien esterilizandose al final de dicho proceso. Ademas, su fabricacion se lleva a cabo
habitualmente en condiciones estériles, al igual que el llenado, por ejemplo, en ampollas o
viales y el sellado de los envases. Estas composiciones pueden estar listas para su
aplicacion o pueden presentarse en forma sélida (por ejemplo como un liofilizado) que

requiere reconstitucion antes de su aplicacion.

Las composiciones parenterales segun la presente invencion pueden comprender
excipientes, por ejemplo vehiculos, estabilizadores (agentes reductores, anti-oxidantes y/o
agentes secuestrantes), agentes de tamponamiento, conservantes, agentes isotonizantes,
emulsionantes, solubilizantes, agentes aumentadores de la viscosidad y/o agentes de carga
y se preparan mediante procedimientos convencionales bien conocidos por los expertos de

la técnica.

Una via preferida de administracién es la oral. Las composiciones orales farmacéuticas en
forma oral sélida (comprimidos, capsulas blandas, capsulas duras o cualquier otra) segun la
presente invencion comprenden excipientes, siempre que sean compatibles con el principio

activo de la composicion, incluyendo, pero sin limitarse a, diluyentes, aglutinantes,
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disgregantes, surfactantes, deslizantes, lubricantes, antioxidantes o secuestrantes de

radicales libres, componentes de recubrimiento, opacificantes o plastificantes.

Si se prepara una composicion sélida en forma de comprimidos, el compuesto de la
presente invencion puede mezclarse con un vehiculo farmacéutico, ejemplos del cual
incluyen silice, almidon, lactosa, estearato de magnesio y talco. Los comprimidos pueden
recubrirse con sacarosa u otra sustancia apropiada o pueden tratarse de modo que tengan
una actividad sostenida o retrasada y de modo que liberen una cantidad predeterminada de
principio activo de manera continua. Pueden obtenerse capsulas de gelatina mezclando el
principio activo con un diluyente e incorporando la mezcla resultante en capsulas de gelatina
blanda o dura. Un jarabe o elixir puede contener el principio activo junto con un edulcorante,
un antiséptico (por ejemplo metilparabeno y/o propilparabeno), un aromatizante y un
colorante apropiado. Los granulos o polvos dispersables en agua pueden contener el
principio activo mezclado con dispersantes o agentes humectantes o con agentes de
suspension tales como polivinilpirrolidona, asi como con edulcorantes o correctores del

sabor.

El término “portador farmacéuticamente aceptable” tal como se usa en la presente invencion
incluye cualquier disolvente, medios de dispersion, recubrimientos, agentes isotonicos vy
retardantes de la absorcion, y similares que sean compatibles con la actividad de los

compuestos y sean fisioldgicamente aceptables para el sujeto.

La “cantidad eficaz” tal como se usa en la presente invencién incluye la cantidad del
compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, éster, isbmero, solvato o
profarmaco del mismo que permite que realice su funcidén prevista, es decir, tratamiento
profilactico y/o terapéutico de infecciones por VIH-1 asi como otras enfermedades, tales
como infecciones causadas por otros virus ARN, o enfermedades infecciosas o cronicas
donde estos compuestos puedan ser utilizados para modular la funcién de bucles de ARN, o
como agonistas o inhibidores de proteinas con dominios a-hélice en interaccién con otras

biomoléculas.

Puede administrarse una cantidad terapéuticamente eficaz de la sustancia activa de la
presente invencion mediante una via apropiada en una sola dosis o multiples dosis. La

cantidad terapéuticamente eficaz dependera de varios factores, incluyendo actividad
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biolégica, modo de administracion, frecuencia de tratamiento, tipo de tratamiento
concurrente, si lo hay, edad, peso corporal, sexo, salud general, gravedad del estado que va
a tratarse, asi como propiedades farmacocinéticas apropiadas. Un experto en la técnica

puede determinar la dosificacion apropiada basandose en los factores anteriores.

Los compuestos de la invencion pueden administrarse inicialmente con una dosificacion
adecuada que puede ajustarse segun se requiera, dependiendo de la respuesta clinica. En
general pueden obtenerse resultados satisfactorios cuando los compuestos de la invencion
se administran a un ser humano a una dosificacion diaria de entre aproximadamente 0.05
mg y 100 mg por Kg de peso corporal (medida como la forma sélida). Una dosis preferida
aproximada oscila entre 0.1 — 50 mg/Kg/dia, mas preferiblemente entre aproximadamente 1
— 20 mg/Kg/dia.

El compuesto puede administrase en forma de composiciones farmacéuticas que
comprenden el compuesto una vez al dia o en diferentes momentos en el dia, de manera
profilactica o terapéutica, preferiblemente en una cantidad eficaz contra la infeccion por VIH-
1 o la enfermedad relacionada, a un mamifero, por ejemplo, un ser humano, que requiere tal
tratamiento. En el caso de un individuo que tiene un peso corporal de aproximadamente 75
kg, la dosis diaria de la mezcla administrada es desde aproximadamente 0.004 g hasta
aproximadamente 7.5 g, preferiblemente desde aproximadamente 0.075 g hasta
aproximadamente 0.150 g, de un compuesto de Férmula (I) o una sal farmacéuticamente

aceptable del mismo, éster, isobmero, solvato o profarmaco del mismo.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion comprenden desde
aproximadamente el 0.05% hasta aproximadamente el 80% (en peso) de una mezcla de un

compuesto de Férmula (1).

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden formularse, si se desea,
de modo que proporcionen una liberaciéon inmediata o modificada del principio activo

después de su administracién a un paciente.

Las formas de administracion de dosis unitaria segun la presente invencién comprenden
desde aproximadamente el 0.05% hasta aproximadamente el 80% del compuesto de

Formula (1).
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Las formas de dosis unitaria segun la presente invencion se refieren, por ejemplo, a
comprimidos recubiertos y sin recubrir, microcapsulas, capsulas duras y blandas, grageas,

dosis en polvo, ampollas, viales y supositorios.

La presente invencion se refiere especialmente al uso de un compuesto de Férmula (1) o una
sal farmacéuticamente aceptable, éster, isbmero, solvato y/o profarmaco, como tal o en
forma de una formulacion farmacéutica con al menos un portador farmacéuticamente
aceptable para el tratamiento terapéutico y también profilactico de infecciones por VIH-1 y

enfermedades relacionadas.

Obtencion de los compuestos de la invencion

1.- Disefio computacional de inhibidores RRE-Rev.

Tomando como base la estructura tridimensional de Revss.50 unido al bucle interno 1IB del
RRE® (Fig. 1, a), los inventores se propusieron disefiar ligandos organicos que mimetizaran
la distribucién tridimensional de las cadenas laterales de la a-hélice Revsss0 €n su complejo
con el ARN. A este respecto, otros autores habian indicado que moléculas p-terfenilicas tris-
orto-sustituidas podian mimetizar una cara de un péptido en conformacion a-hélice mediante
la adopcion de una conformacioén escalonada que reproducia el angulo de orientacién de
tres cadenas laterales aminoacidicas, y que algunos de estas moléculas eran capaces de
inhibir interacciones proteina-proteina. Para el propésito de esta invencion, los inventores
pensaron que la introduccion de sustituyentes a ambos lados de un esqueleto para-
terfenilico permitiria una proyeccién de cadenas laterales en un abanico de 360° similar a la
observada en el complejo 1IB-Revs4.50, donde dos tercios de la a-hélice estan rodeados por
ARN. Un analisis conformacional in silico de una molécula p-terfenilica hexakis-orto-
sustituida con grupos bilaterales modelo confirmé esta prediccidon: mientras que la
orientacion orto de los sustituyentes indujo una conformacién escalonada, la presencia de
sustituyentes a ambos lados de los anillos aseguré una amplia proyeccion de cadenas
laterales en el espacio (Fig. 1, b). Célculos de “docking” posteriores apoyaron la hipétesis de

que estas moléculas podrian unirse al bucle RRE mimetizando la a-hélice Revas.s9. En estos

23



10

15

20

25

ES 2489 815 Al

célculos se encajaron diversas moléculas p-terfenilicas hexakis-sustituidas, asi como
distintos isdmeros posicionales de moléculas tetrakis p-bifenilicas y tris p-terfenilicas, en la
estructura RRE® (cédigos PDB 1ETF and 1ETG). Los mejores resultados se obtuvieron para
los ligandos p-terfenilicos hexakis-orfo-sustituidos con grupos bilaterales (definidos por la
Formula 1), cuyas conformaciones de union reprodujeron de manera aproximada la
orientacion de Revis50 €n su complejo con RRE. Después de evaluar distintas posibilidades
para los sustituyentes de los anillos de benceno mediante calculos adicionales, los
inventores concluyeron que cadenas laterales compuestas por grupos 2-amino-€tilo serian
sintéticamente accesibles y podrian dar lugar a interacciones apropiadas con el esqueleto

azucar-fosfato del bucle interno del RRE.

2.- Sintesis de p-bifenilos y p-terfenilos con sustituciones bilaterales.

Tomando como base las predicciones computacionales, los inventores sintetizaron
moléculas p-bifenilicas y p-terfenilicas con sustituciones bilaterales en los anillos de
benceno, descritas por la Foérmula (). Las sintesis se basaron en una sucesion de

14-16

acoplamientos de Suzuki, catalizados por paladio ™™, entre aril halégenos y esteres aril

borénicos, como se muestra en el siguiente esquema:

R’ X
R’ ‘
| A R2 5__C__R5
R'— A —R? Acoplamiento R A R R ¢ R
. de Suzuki | |
. | . X R®
R*—B R ﬁ Fragmento 1 Fragmento 2
-4 B(OR),
R®—C—R®
| R—B—R*
R® ‘
OH

Esquema 1a

Para el caso de los compuestos preferidos de la presente invencion el esquema sintético es

el siguiente:
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R1
1 1
OR OR NC CN
Br

H,N NH, Fragmento 1
R3_/ '_R4
o 1
4 HCI Br
HoN NH, CN
OR? ,
5 4 OR

Fragmento 2

Esquema 1b

A pesar de la aparente simplicidad de la ruta sintética, segun los datos obtenidos este tipo

5 de estructuras terfenilicas polisustituidas no habia sido descrito hasta el momento.

En una primera fase se sintetizé el siguiente grupo de tetrakis (2-aminoetilo) 1-1’ bifenilos,
con cadenas laterales 2-aminoetilicas ocupando las posiciones bilaterales 3,5 y 2°,6° (JB-
398),2,6y 2,6’ (SC-30),y 3,5y 3,5 (JB-391):

10
OH LN OH H OMe
H,N NH, 2 2
O O H,N O NH,
H,N NH, H,N NH,
H2N O N H2 O O
OH OMe OMe
JB-391 JB-398 SC-30
JB-391: 3,3',5,5'-tetrakis(2-aminoetil)-[1,1'-biphenyl]-4,4'-diol
JB-398: 2',3,5,6'-tetrakis(2-aminoetil)-4'-metoxi-[1,1'-biphenyl]-4-ol
SC-30: 2,2'2",2"-(4,4'-dimetoxi-[1,1'-biphenyl]-2,2',6,6'-tetrail )tetraetilamina
15

Por impedimento estérico, las cadenas bilaterales 2-aminoetilicas en posiciones 2’ y 6’ (orto)

de JB-398 inducen la adopcion por este bifenilo de una conformacion escalonada, similar a

la adoptada por los p-terfenilos 3,2’,2”-tris-sustituidos que se comportan como miméticos de

a-hélice™. Este impedimento estérico estd maximizado en SC-30, donde las cuatro cadenas

20 2-aminoetilicas ocupan posiciones orto respecto a los carbonos que enlazan los dos anillos
25
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de benceno. Por el contrario, las cadenas bilaterales 2-aminoetilicas de JB-391 son meta,

permitiendo a esta molécula adoptar una conformacién plana.

A continuacion se sintetizaron las siguientes moléculas terfenilicas siguiendo el método

5 descrito anteriormente:

OH
H,N NH,
()
J
H,N NH,
J
OMe
JB-399
CF,
H,N L NH, H,N L NH, H,N L NH, H,N L NH,
( ® ® ®
O O‘CH3 O O’CH3 O O’CH3 O O‘CH3
H,N O NH, H,N O NH, HyN O NH, H,N O NH,
OMe OMe OMe OMe
11S-358 11S-311 11IS-478 11S-530
H,N § NH, H,N L NH,
® &
O CH, O CH,
H,N O NH, H,N C] NH,
OMe OMe
10 WS-792 1IS-758
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H,C CH, H,C

IS-375

NH,

CHj,

NH,

@%-@%—@%o@

lIS-771  OMe

2",3,5,6"-tetrakis(2-aminoetil)-4"-metoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-4-ol

2",3,5,6"-tetrakis(2-aminoetil)-2',4"-dimetoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-4-ol
2,2',2",2"-(4"-(benciloxi)-3',4-dimetoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-2,3",5",6-
tetrail)tetraetilamina
2,2'2",2"-(3',4-dimetoxi-4"-((4-(trifluorometil)bencil)oxi)-[1,1":4',1"-terfenil]-
2,3",5",6-tetrail)tetraetilamina
2,2',2",2"-(4"-(ciclohexilmetoxi)-3',4-dimetoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-2,3",5",6-
tetrail)tetraetilamina
2",3,5,6"-tetrakis(2-aminoetil)-4"-metoxi-2',6'-dimetil-[1,1":4',1"-terfenil]-4-ol
2,2',2",2"-(4"-(benciloxi)-4-metoxi-3',5'-dimetil-[1,1":4',1"-terfenil]-2,3",5",6-
tetrail)tetraetilamina

2",3,5,6"-tetrakis(2-aminoetil)-2'-etil-4"-metoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-4-ol
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[1S-758: 2,2',2",2"-(4"-(benciloxi)-3'-etil-4-metoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-2,3",5",6-
tetrail)tetraetilamina

11S-806: 2",3,5,6"-tetrakis(2-aminoetil)-2',6"-dietil-4"-metoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-4-

ol

1S-711: 2,2'2" 2"-(4"-(benciloxi)-3',5'-dietil-4-metoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-2,3",5",6-

tetrail)tetraetilamina

El primero de los terfenilos sintetizados (JB-399) contiene cuatro cadenas 2-aminoetilicas
que ocupan las posiciones bilaterales 3,5 y 2”,6” de los dos bencenos terminales, pero no
posee sustituyentes en el anillo central. En este caso, se espera una conformacion
escalonada para el enlace 4’-1” que une el segundo y tercer anillo de benceno, pero no para
el otro. Los 3,5,27,6” tetrakis (2-aminoetilo) terfenilos de la segunda serie contienen un solo
grupo metoxi (11S-358, 11S-311, 11S-478 e 11S-530) o etilo (1I1S-792 e 11IS-771) en la posicién 2’
del anillo central. Por impedimento estérico, estos terfenilos adoptaran una conformacion
escalonada en torno a los dos enlaces benceno-benceno. Los compuestos de esta serie
contienen distintos grupos unidos al carbono 4 (para) del primer anillo: hidroxilo (11S-358 e
[1S-792), benciloxi (11S-311 e 1I1S-758), p-trifluorometil-benciloxi (11S-478) y ciclohexilmetoxi
(I1IS-530). La tercera serie de 3,5,2”,6” tetrakis (2-aminoetilo) terfenilos contiene dos grupos
metilo (11S-420 e 11S-375) o etilo (11IS-806 e |IS-771) en las posiciones bilaterales 2’ y 6’ del
anillo central, asi como sustituyentes 4-hidroxilo (11S-420 e 11S-806) y 4-benciloxi (11S-375 y
[1IS-771) en el primer anillo. Estas moléculas son 3,5,2',2”,6',6” hexakis p-terfenilos
conteniendo grupos bilaterales en los tres anillos de benceno. Segun los calculos basados

en estructura, estas moléculas serian los mejores miméticos de Revay.s.

Funcionalidad de los compuestos de la invencion

1.-Compuestos p-terfenilicos bilateralmente sustituidos se unen especificamente a la

horquilla RRE con baja estequiometria.

La interaccion entre los compuestos bifenilicos y terfenilicos sintetizados y el ARN RRE
(SEQ. ID. No 1) se analiz6 mediante experimentos de resonancia superficial de plasmén
(SPR)". Ademas de RRE, se inmovilizaron otras dos horquillas de ARN control en los chips
SPR: RRE. (SEQ. ID. No 2) y TAR. (SEQ. ID. No 3). La horquilla RRE. contiene una
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oposicion G:G en lugar del bucle interno GGCG:ACGGUA que forma el sitio de alta afinidad
de Rev, mientras que en la horquilla TAR; el bucle interno de RRE se sustituye por el

1'8, De esta forma,

pequefo bucle interno UCU, reconocido por la proteina Tat del virus VIH-
los inventores de la presente invencion han podido estudiar simultaneamente la interaccion
con RRE, RRE.; y TAR., obteniendo datos acerca de la especificidad de uniéon de los
compuestos. Ademas, la metodologia SPR permite la deduccién de la estequiometria de las
interacciones, que también estan relacionadas con la especificidad de la interaccion entre un
ligando y una determinada molécula de ARN. Estas consideraciones son importantes en el

campo del reconocimiento de acidos nucléicos* .

Los candidatos pusieron a punto la metodologia SPR analizando la interaccion de RRE con
un péptido TRQARRNRRRRWRERQRAAAAR, identificado en lo sucesivo como revp (SEQ
ID. No. 4), asi como con el antibiético neomicina B. revp contiene el tracto Revs,.s rico en
argininas (TRQARRNRRRRWRERQR) que forma la a-hélice critica para la interaccion con
RREZ. Para la interaccion RRE-revp, las curvas de union se ajustaron con un modelo de un
sitio de union e indicaron una constante de disociacion Ky de 4.2 £+ 3.4 nM y una
estequiometria 1:1. Este resultado indica que una sola molécula de revp interacciona con el
sitio de alta afinidad de la horquilla RRE, formado por el bucle interno 11B® (Fig. 1, a). La
especificidad de la interaccion RRE:revp se cuantifico calculando las relaciones
Ks(RRE.)/K4y(RRE) y K&(TAR.)/K4(RRE), que resultaron ser 14.5 y 4.4, respectivamente. La
Kqy obtenida para revp mediante SPR concuerda muy bien con los valores de Ky publicados
en la literatura para la interaccién entre secuencias de RRE y péptidos similares®'??. En el
caso de neomicina B, las curvas de union se ajustaron con un modelo de dos sitios, y se
obtuvo una constante de disociacién de 2.2 + 1.4 uM para la interaccion entre dos moléculas
de antibidtico y el sitio de mayor afinidad. Estos resultados también coincidieron con las Ky y
estequiometrias de union publicadas en la literatura para la interaccion entre este antibiético
y RRE?. Con relaciones KyRRE./K(RRE) y K(«TAR,)/K4«(RRE) de 09 y 2.3,
respectivamente, la especificidad de la interaccion RRE:neomicina resulté ser limitada, como

se indicé en trabajos anteriores?.

Tabla 1. Parametros de interaccion RRE-bifenilo y RRE-terfenilo determinados mediante
experimentos SPR a 25°C: constantes de disociacion en el equilibrio (Ky), estequiometrias
de unién (n), y especificidad de la interaccién, cuantificada mediante los cocientes
Ks(RRE.)/K4(RRE) y K4(TAR.)/K4(RRE) en relacion a las horquillas control RRE. y TAR..
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Kq4(RRE) K,(RRE,) | K, (TAR))
compuesto® S n°(RRE) | "k (RRE) | K,(RRE)

(M-10°)
JB-398 31.1+50 |4.3'+03 - 3.7
SC-30 >100 - - -
JB-399° 14.4+6.8 | 0.7'+0.1 - 11.7
11S-358 13.0£9.0 | 1.12£1.0 1.9 6.0
11S-311 94+57 |1.3°£06 4.9 3.2
11S-478° 14.0+51 | 1.42+0.4 10.3 9.6
11S-530P 46.2+32.0 | 25"+ 1.1 1.3 4.0
11S-792° 81+18 |[1.3'+0.1 1.2 1.6
1S-758° 16.7+1.6 |4.6'+0.2 1.3 2.0
11S-806° 8111 |217+0.1 1.1 1.3
11S-771° 176+1.8 | 2.7'+0.1 1.0 1.7

Las curvas de interaccion se ajustaron mediante funciones modelo de uno o dos sitios de
unién (indicado con superindices s=1 o0 s=2). Cuando s=2, los valores Ky y n corresponden
al sitio de mayor afinidad. Los experimentos se llevaron a cabo a pH 6.25 excepto donde se
indica.

®Valores determinados usando un rango de concentraciones de ligando de 0.1-25 pM.
“Valores determinados a pH 7.4. A pH 6.25 se obtuvieron valores muy similares de Ky, n° y
K4(RRE.)/K4(RRE): 12.1 + 3.1 uM, 2.1? + 0.4 moléculas y 10.2, respectivamente.

%alores determinados a pH 7.4, usando un rango de concentraciones de ligando de 0.1-
25 uM.
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Cuando los ligandos bifenilicos y terfenilicos se evaluaron mediante estos experimentos, los
mejores resultados se obtuvieron para las moléculas tetrakis (2-aminoetilo) terfenilicas,
algunas de las cuales fueron capaces de unirse a la horquilla RRE con afinidades de 8 uM y
estequiometrias de unién que oscilaron entre una y dos moléculas para el sitio de mayor
afinidad (Fig. 2 y Tabla 1). Los terfenilos conteniendo un grupo relativamente polar (metoxi)
en el anillo de benceno central, particularmente 11S-358, 11S-311 e [I1S-478, dieron lugar a los
mejores datos de especificidad, con relaciones Ky(RRE.)/K4(RRE) y Ki(TAR.)/K4(RRE) de
hasta 10.3 y 9.6, respectivamente (Tabla 1 y Fig. 2), comparables a las obtenidas con el
péptido revp (14.5 y 4.4). Los compuestos terfenilicos conteniendo grupos hidrofébicos
(metilo y etilo) en el anillo central mostraron mas afinidad por la horquilla RRE. Aunque la
especificidad de estos compuestos respecto a RRE, y TAR. disminuyd, su interaccién con
RRE ocurrié con estequiometrias bajas (Tabla 1). Estos datos son indicativos de que los

ligandos se unen a un sitio especifico en la horquilla RRE.

2.-Experimentos de espectroscopia de RMN demuestran una interaccion especifica entre el

bucle interno de RRE v ligandos terfenilicos con substituciones bilaterales.

La interaccién entre RRE y los compuestos bifenilicos y terfenilicos también se evaluo
mediante experimentos mono- y bi-dimensionales de espectroscopia de resonancia
magneética nuclear (RMN) (Fig. 3). Esta técnica permitio no sélo examinar la fortaleza de las
interacciones, sino también la localizacion del sitio de unién de los ligandos en el ARN, y
detectd diferencias significativas a este respecto entre los distintos compuestos. Los
bifenilos JB-391, JB-398 y SC-30 apenas produjeron cambios detectables en el espectro
TOCSY de RRE, incluso a relaciones molares RRE:ligando elevadas (1:6) (Fig. 3, abajo), o
bien indujeron cambios que no afectaron de manera especifica a los residuos del bucle
interno. La union del antibidtico de referencia neomicina B, evaluado mediante la misma
metodologia, también afecté de manera similar a residuos de los dos tallos que flanquean el
bucle interno. Por el contrario, los compuestos de la serie 3,5,2",6” tetrakis (2-aminoetilo)
terfenilica unicamente dieron lugar a cambios de desplazamiento quimico en nucleétidos del
bucle interno o inmediatamente adyacentes, particularmente C20, U23 y C25 (Fig. 3). Estas
variaciones resultaron ser mas pronunciadas para los terfenilos conteniendo grupos
hidrofébicos (metilo y etilo) en el anillo de benceno central. Los terfenilos 11S-358 e 11S-311,
conteniendo un grupo mas polar (metoxi) en el anillo central, y en menor medida JB-399,

dieron lugar a variaciones similares pero menos pronunciadas. De toda la serie 3,5,2”,6”

31



10

15

20

25

30

ES 2489 815 Al

tetrakis (2-aminoetilo) terfenilica, 11S-420 e 11S-806, conteniendo dos grupos metilo y etilo,
respectivamente, en las posiciones bilaterales 2’ y 6’ del benceno central dieron lugar a los
mayores cambios de desplazamiento quimico, asi como a los picos de complejo mas
estrechos (Fig. 3, arriba y en medio). El bucle RRE pudo ser valorado con dos equivalentes
molares de estos compuestos. En general, estos resultados son consistentes con las
constantes de disociacion y estequiometrias de unién determinadas mediante experimentos
SPR (Tabla 1).

El hecho de que unicamente los nucledtidos del bucle o los inmediatamente adyacentes
resulten afectados por la interaccién indica claramente que los ligandos terfenilicos se unen
especificamente al bucle interno de RRE. Ademas, en los complejos de RRE con los
mejores ligandos (l1S-420 e 11S-806) se observaron NOEs intermoleculares débiles entre
hidrogenos de los ligandos y protones del ARN situados en el surco mayor (resultados no
mostrados). Estos contactos demuestran que la interaccion con el bucle RRE tiene lugar en
el surco mayor, como ocurre con ReVasso® (Fig. 1, a), e indican que los ligandos p-terfenilicos
hexaquis-sustituidos con grupos bilaterales ocupan el sitio de unién de la a-hélice Revas.50 €n
el ARN RRE (Fig. 4). El examen de los espectros NOESY también revel6 que 11S-420 e 1IS-
806 pueden provocar un cambio conformacional en el RRE similar al inducido por la union
de Revasso. Al igual que ocurre con esta a—hélice*®, la union de 11S-420 o 11S-806 a RRE
induce la adopcion, por parte de la guanina G22 del bucle, de una conformacion anti en

lugar de la conformacién syn observada en el bucle aislado®?°.

3.-Ligandos bifenilicos vy terfenilicos inhiben la interaccion RRE-ReVaa.5 in Vitro.

Empleando un ensayo basado en anisotropia de fluorescencia, los inventores evaluaron la
capacidad de los distintos ligandos bifenilicos y terfenilicos de inhibir la interaccién entre
RRE y Revzyso. Para este experimento se empled un péptido
GTRQARRNRRRRWRERQRAAAAR etiquetado con el fluoréforo FITC (identificado en lo
sucesivo como frevp; SEQ ID. No. 5) y la horquilla de ARN RRE (SEQ. ID. No 1). Los

resultados se muestran en la Tabla 2 y Fig. 5.
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Tabla 2. Inhibicién de la interaccion RRE-Rev,s.50. Concentraciones inhibitorias 50 (ICs) de

moléculas bifenilicas y terfenilicas, obtenidas mediante un ensayo de polarizacién de

10
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20

25

30

fluorescencia.
IC50°
compuesto

(M-10°)
JB-391 56+4.2
JB-398 221+58
SC-30 308.7 £ 68.9
JB-399 23.4+3.6
[1S-358 808.0 + 461.7
[1S-311 162.2+ 117.6
[1S-478 | 232.0+32.7
[1S-530 75.5+ 39.9
[1S-792 93.6+244
[IS-758 78.1+6.5
[1S-806 56.4 £ 13.5
[1S-771 77.2+155
[1S-420 7.0+ 0.6
[1S-375 322+23
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®Obtenidos con 60 nM RRE y 10 nM frevp. No se detectd desplazamiento RRE-frevp para
los fragmentos 2,6-(2aminoetil)-4-metoxi-1-bromo-benceno y 2,6-(2aminoetil)-4-benciloxi-1-

bromo-benceno, utilizados como control.

Este ensayo fue validado midiendo los valores ICs, y K; del péptido revp y el antibidtico de
referencia neomicina B. La constante de inhibicion K; obtenida para revp (7.0 £ 1.4 nM)
concordd muy bien con la constante de disociacion Ky determinada independientemente
mediante SPR (4.2 £ 3.4 nM). El valor K; obtenido para el antibiético de referencia neomicina
B (3.5 £ 0.4 yM) también coincidié con la K4 calculada por SPR (2.2 £ 1.4 uM) y con valores

K; previamente publicados en la literatura®.

Cuando los ligandos bifenilicos y terfenilicos se evaluaron mediante este ensayo, los
resultados indicaron que algunos de ellos eran capaces de inhibir la interaccion RRE-Revs,.
50 con valores ICsy de hasta 7.0 uM (Fig. 5 y Tabla 2) y valores K; de hasta 3.8 uyM. De
manera similar a lo observado con los experimentos SPR y RMN para la interacciéon RRE-
ligando, la composicién de los sustituyentes del anillo de benceno central tuvo un impacto
importante en la actividad inhibitoria de la serie tetrakis (2-aminoetilo) terfenilica. Los
compuestos mas potentes resultaron ser nuevamente aquellos conteniendo grupos
hidrofébicos en el anillo de benceno central. Los mas activos fueron 11S-420 e [IS-375, con
dos grupos metilo en las posiciones bilaterales 2° y 6’ de este anillo, que exhibieron
concentraciones ICsg de 7.0 y 32.2 uM, respectivamente (valores K; de 3.8 y 17.4 uM) (Fig.
5), seguidos por JB-399, 11S-806, 11S-771 e 1IS-758 (con valores IC5, de 23.4, 56.4, 77.2 y
78.1 uM, respectivamente). Las moléculas terfenilicas conteniendo un sustituyente mas
polar (metoxi) en el anillo central, exhibieron valores ICsqg mas altos. Los bifenilos JB-391 y
JB-398, con valores ICsy de 56 y 22.1 uyM, respectivamente, resultaron ser
sorprendentemente activos en este ensayo. Sin embargo, estas moléculas interaccionan
pobremente con el bucle RRE (e.g. Fig. 3, abajo), por lo que es probable que ambas inhiban

la interaccion RRE-frevp a través de un mecanismo diferente.

4. Los inhibidores de RRE-Revs4 50 bloguean la replicacion del VIH-1 in vivo y producen este

efecto a nivel post-transcripcional.
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Los terfenilos 11S-420, 11IS-758, 11S-375, 1IS-771, 11IS-792, 1IS-806 y, en menor medida, el
bifenilo JB391 mostraron actividad antiviral sin citotoxicidad tras ser evaluados con un

ensayo celular, como se muestra en la Tabla 3a y en la Figura 6.

Tabla 3. Resultados de los ensayos celulares de inhibicion de la replicacién del virus. (a)
Actividad anti-VIH (ECso. NL4.3-Ren) y viabilidad celular (CCs). (b) Actividad anti-VIH en
pasos posteriores a la integracion del virus en la célula (ECsy, post-integracion). Todos los
valores estan expresados en uM, y los intervalos de confianza y el valor R? del ajuste se
muestran cuando es posible.

Tabla 3a

ECs UM CCso M
compuesto (NL4.3- (viabilidad
Ren) celular)
Neomicina
>100 >100
B
JB-391 >50<100 >100
JB-398 >100 >100
JB-399 >100 >100
[1S-358 >100 >100
[1S-311 >100 >100
[1S-478 >100 >100
[1S-530 >100 >100
[1S-792 46.3 >100
Int. conf.
35.0-61.2
95%
R2 0.7029
[1S-758 15.5 >100
Int. conf.
11.4-21.1
95%
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R2 0.7912
[1S-806 64.1 >100
Int. conf.
49.2-83.5
95%
R? 0.7861
[1S-771 42.6 >100
Int. conf.
32.3-56.1
95%
R? 0.8583
[1S-420 3.4 >100
Int. conf.
1.7-6.9
95%
R? 0.9712
[1S-375 40.6 >100
Int. conf.
28.9-57.2
95%
R? 0.9885
Tabla 3b
Compuesto 11S-420 [1IS-375 11IS-758
ECs, UM (post-
kM (P 5.0 214 17.0
integracion)
Int. conf. 95% 0.7-34.0 15.3-29.9 3.6-80.7
R? 0.8648 0.9931 0.8629

[1S-420 resulté ser el inhibidor mas potente, con un valor de EC5, de 3.4 uM (Tabla 3a). Esta
molécula es un 3,5,2',2",6',6” hexakis p-terfenilo con sustituciones bilaterales en los tres
anillos incluyendo dos grupos metilo en el benceno central, y exhibié el valor ICsy mas bajo
de la serie terfenilica en los experimentos de inhibicién de la interaccién RRE-Revs4.5, (Tabla
10 2). 1IS-758 (ECsp 15.52 uM) también mostré una actividad anti-VIH significativa, seguido por
[1S-375, 1IS-771, 1IS-792 e 11S-806, con valores ECs, de 40.6, 42.6, 46.3 y 64.1 uM,

respectivamente. En consonancia con los resultados de los ensayos in vitro de union a RRE
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e inhibicién RRE-Revs4.50, los compuestos mas activos in vivo contienen grupos hidrofébicos
(metilo o etilo) en el anillo de benceno central. El bifenilo JB-391 también exhibié actividad
en el ensayo NL4.3-Ren, pero no la suficiente para calcular con fiabilidad su valor ECsg
(>50<100 pM). El control de neomicina B no inhibié la replicacion del VIH-1 a las
concentraciones evaluadas. Ninguno de los compuestos mostro toxicidad a concentraciones

por debajo de la concentracién maxima evaluada, 100 uM (Tabla 3a).

Con objeto de evaluar la actividad de los compuestos mas activos en las etapas
transcripcionales y post-transcripcionales del ciclo de vida del virus, también se utilizaron
plasmidos luciferasa bajo el control del genoma completo del VIH-1. De esta manera, se
evalu6é especificamente la actividad anti-VIH de los inhibidores en estas etapas, que
incluyen la transcripcion y el transporte del ARN viral al citoplasma. [1S-420 fue nuevamente
el compuesto mas potente en este ensayo (Tabla 3b), con un valor ECsy de 5.0 uM
semejante al obtenido en los ensayos de infeccién (Tabla 3a), lo que sugiere que su diana
principal se encuentra en estas etapas. |1S-758 y 11S-375 también fueron capaces de inhibir
los pasos posteriores a la integracién del VIH-1. 11S-758 lo hizo con una potencia similar a la
mostrada en el ensayo de infeccion, mientras que 11S-375 incluso exhibio un valor ECsg
menor (Tablas 3a y 3b). Otros compuestos, como 11S-771 o JB-391, no fueron activos en

este ensayo (Fig. 6b).

Para descartar un mecanismo de accion inespecifico en el que la inhibicion se debiera al
bloqueo de la actividad luciferasa, utilizamos un ensayo basado en células HelLa Tet-On
Luc. En este ensayo, la luciferasa se expresa de manera independiente del LTR del VIH-1 al
ser activada con doxiciclina. 11S-420 e 11S-375 no inhibieron la actividad luciferasa a 100 uM,

descartando una posible actividad inespecifica.

Obtencion de las composiciones farmacéuticas de la presente invencion

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se preparan de una manera
conocida en si misma, por ejemplo por medio de procedimientos convencionales de
mezclado, granulado, recubrimiento, disolucion, emulsionado o liofilizacion. Opcionalmente,
la fabricacion de las composiciones segun la presente invencion incluye mas etapas, tales

como encapsulado liposémico.
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En particular, un comprimido puede preparase mediante compresion y moldeo,
opcionalmente con uno 0 mas componentes auxiliares. Los comprimidos preparados por
compresion pueden prepararse comprimiendo el compuesto activo de la presente invencion
en una maquina adecuada en una forma de flujo libre, por ejemplo, un polvo o granulos,
opcionalmente mezclado con componentes, tales como aglutinantes, lubricantes, diluyentes
inertes, agentes tensioactivos o de dispersion. Los comprimidos moldeados pueden
prepararse moldeando en una maquina adecuada una mezcla del compuesto activo en

polvo con cualquier portador adecuado.

En particular, puede prepararse un jarabe o suspension ainadiendo el compuesto activo de la
presente invencion a una disolucion concentrada acuosa de un azucar, por ejemplo,
sacarosa, a la que también puede afadirse cualquier componente auxiliar. Tales
componentes auxiliares pueden incluir aromatizantes, un agente para retardar la
cristalizacion del azucar o un agente para aumentar la solubilidad de cualquier otro
componente, por ejemplo, tal como un alcohol polihidroxilado, por ejemplo, glicerol o

sorbitol.

Las formulaciones para administracion rectal pueden prepararse con un portador
convencional, por ejemplo, manteca de cacao o Witepsol S55 (marca registrada comercial).
Pueden encontrarse detalles especificos relacionados con aspectos particulares de
procedimientos convencionales de desarrollo galénico en “Encyclopedia of pharmaceutical
technology” de Swarbrick y Boylan (1988-2001 NY, publicado por M. Dekker).

Alternativamente, los compuestos de la presente invencion pueden prepararse en liposomas
0 microesferas (o microparticulas), comprendiendo tales métodos esencialmente disolver los
compuestos de la presente invencion en una disolucidon acuosa, afadir los fosfolipidos y
lipidos apropiados, junto con surfactantes si se requiere, y dializar y sonicar el material,
segun sea necesario. Se detallan técnicas de encapsulado liposémico en el libro de Claudio
Nastruzzi “Lipospheres in drug targets and delivery: approaches, methods, and applications”
(Boca Raton 2005, publicado por CRC Press) y en “Lipospheres in drug targets and delivery:
approaches, methods, and applications” de Lasic y Papahadjopoulos (1998 Amsterdam, NY,

publicado por Elsevier).
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EJEMPLOS

Se describe la invencion adicionalmente mediante los siguientes ejemplos de realizacion,
que son realizaciones preferidas de la invencidon. Estos ejemplos son ilustrativos y no
limitativos. Debe entenderse por tanto que puede haber otras realizaciones que se
encuentran dentro del espiritu y alcance de la invencién tal como se define por las

reivindicaciones adjuntas al presente documento.

Ejemplo 1: Disefio basado en estructura de inhibidores RRE-Rev.

Modelado molecular. El analisis conformacional de una molécula terfenilica hexakis-
sustituida con grupos bilaterales se llevd a cabo utilizando el campo de fuerzas Merck
MMFF94?* integrado en el paquete de programas MOE (CGC Inc.). Se hicieron variaciones
sistematicas de las torsiones benceno-benceno en intervalos de 30° y se minimizo la energia
potencial de los conférmeros. Los calculos de docking de moléculas bi- y terfenilicas con
diferentes patrones de sustitucion se realizaron utilizando la estructura de RRE 1ETF® y el

algoritmo Dock 5.0%.

Para construir un modelo mejorado de un complejo RRE-terfenilo, se llevaron a cabo
calculos de docking con los programas Autodock 3.05%° y Gold 5.0 apoyados en los
resultados de RMN. En base a los datos de RMN (Fig. 3), el sitio de union del terfenilo IIS-
311 se definid alrededor de la base C20 y en el surco mayor del bucle interno. Los calculos
permitieron una total flexibilidad del ligando, que fue previamente minimizado con el campo
de fuerzas MMFF94s de MOE (CGC Inc.). A pesar de que tanto Autodock como Gold estan
parametrizados para proteinas, ambos programas permiten emplear ARN como receptor y
un trabajo previo habia mostrado que Autodock 3.05 se comporta satisfactoriamente con
este tipo de dianas®®. Los calculos con Gold emplearon la funcién de ajuste GoldScore,
optimizada para predecir conformaciones de unién de ligandos?’. Para los calculos con
Autodock, se asignaron cargas Amber 1994%° y PEOE® a los atomos de ARN vy terfenilo,
respectivamente, y la carga negativa de los grupos fosfato de ARN fue neutralizada®. Con
objeto de tener en cuenta la posible flexibilidad del ARN, se utilizaron como dianas varias
estructuras de RRE depositadas en el PDB: aislado (estructuras 1CSL*' y 1DUQ*) y unido
al péptido Revaso (1ETF y 1ETG®) y a péptidos alternativos (1G70% y 119F>*). Los mejores

resultados (Fig. 4) se obtuvieron con estructuras de RRE extraidas de complejos con Revaq.
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s0 (1ETF y 1ETG) y con estructuras de RRE aislado (1CSL y 1DUQ). Ambos algoritmos
dieron lugar a energias de unién considerablemente peores con estructuras de RRE
extraidas de complejos con péptidos diferentes a Reviss0 (1G70 y 119F). Estos resultados
refuerzan la idea de que las moléculas p-terfenilicas bilateralmente sustituidas mimetizan la
estructura de Revizss0 en su complejo con el bucle interno de RRE. Estos resultados se

muestran en la Figura 4.

Ejemplo 2: Muestras de ARN y péptido.

El ARN RRE (SEQ ID No. 1) utilizado en los experimentos de espectroscopia de RMN y
polarizacion de fluorescencia (FP) se adquiri6 de Dharmacon (Thermo Fisher Scientific Inc.)
y, tras eliminar los grupos protectores 2’-ACE, se purificd siguiendo un protocolo basado en
electroforesis en gel y dialisis. Para los experimentos de SPR, RRE biotinilado en 5’ y dos
ARN control 5’-biotina-RRE, (SEQ ID No. 2) y 5’-biotina-TAR; (SEQ ID No. 3) se adquirieron
de Microsynth AG ya purificados por HPLC, y se microdializaron en un tampén HBS-EP (10
mM HEPES pH 7,40, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA y 0,005% (v/v) de surfactante P-20) antes
de su inmovilizacion en chips de estreptavidina. En comparacién con RRE, la horquilla RRE.
contiene una oposicion G:G en lugar del bucle interno GGCG:ACGGUA que forma el sitio de
alta afinidad de Rev, mientras que en la horquilla TAR. el bucle interno de RRE es sustituido
por el pequefio bucle interno UCU, reconocido por la proteina Tat del virus VIH-1"2.

Para los experimentos de polarizacién de fluorescencia (FP), se empled el péptido FITC-
Ahx- GTRQARRNRRRRWRERQRAAAAR-amida (SEQ ID No. 5; denominado frevp),
conteniendo el fluoréforo FITC unido a la glicina N-terminal (Genscript Inc.). Este péptido
contiene el tracto Revass rico en argininas (TRQARRNRRRRWRERQR) que forma la a-
hélice esencial para la interaccién con el bucle interno del RRE?. Con el fin de poner a
punto los experimentos de FP y SPR, se utilizé un péptido similar pero sin etiquetar, succinil-
TRQARRNRRRRWRERQRAAAAR-amida (SEQ ID No. 4; identificado como revp), que
también se adquiri6 de Genscript Inc. Ambos péptidos contienen aminoacidos AAAAR
adicionales en su extremo C-terminal que favorecen la conformacion a-hélice?’. El antibiético
de referencia neomicina B fue suministrado por Sigma. Este antibiético, los péptidos revp y
frevp, y los compuestos bifenilicos y terfenilicos, fueron disueltos en agua y congelados

hasta su utilizacion en los ensayos de RMN, SPR, FP y celulares.
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Ejemplo 3: Experimentos de SPR indican qué compuestos p-terfenilicos bilateralmente

sustituidos son capaces de unirse a la horquilla RRE de manera especifica y con baja

estequiometria.

Los experimentos de resonancia de plasmoén superficial (SPR) se llevaron a cabo a 25 °C en
un equipo Biacore T100 (GE Healthcare), empleando chips de cuatro canales derivatizados
con estreptavidina (tipo SA serie S), y una de las siguientes disoluciones acuosas como fase
moévil: 10 mM MES (pH 6.25), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA y 0.005% P20, o bien 10 mM
HEPES (pH 7.40), 150 mM NaCl, 3 mM EDTA y 0.005% P20. Después de inmovilizar
aproximadamente 300 unidades de respuesta (RU) de las horquillas RRE, RRE. y TAR, en
los chips, los compuestos fueron inyectados durante periodos de 10 minutos a
concentraciones que oscilaron entre 0.01 o 0.1 uM y 100 o 200 uM, permitiendo a
continuacion un periodo de disociacion de 10 minutos. La velocidad de flujo empleada en los
experimentos fue 20 yL/min. Los canales de los chips fueron regenerados con disoluciones

acuosas compuestas por 0.5-1.0 M NaCl y 10-100 mM NaOH, dependiendo del ligando.

Las constantes de disociacion en el equilibrio de los complejos ARN-ligando (K;) fueron

calculadas ajustando las curvas de unién a ecuaciones de uno o dos sitios:

R .
RU = RUma €
1+K,-C
RU RUmaxl C + RUmaxZ C +RI

T1+K, C 1+K,,-C

donde RU es la respuesta en la region de estado estacionario de los sensogramas, C es la
concentraciéon de compuesto libre en equilibrio con el complejo, RUn.x es la respuesta
maxima, y Rl es un parametro de compensacion caracteristico del indice de refraccion de la
muestra. En estos modelos, Ky, RUnyax ¥ Rl son parametros ajustables, y la estequiometria
de cada sitio de union se determiné comparando los valores de RU.x extraidos del ajuste
con los valores tedricos calculados a partir de los pesos moleculares de ARN y compuesto y
de la cantidad de ARN inmovilizado en la celda de flujo*®. La ecuacién de dos sitios de unién
unicamente fue empleada en caso de mejorar significativamente el ajuste obtenido con el

modelo de un solo sitio. La especificidad de la interaccion con RRE fue cuantificada
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calculando los cocientes Ky4(RRE.)/K4(RRE) y K4(TAR.)/K4(RRE). Todos los experimentos de
SPR fueron doblemente referenciados®. Los resultados se muestran en la Tabla 1 y la

Figura 2.

Ejemplo 4: Experimentos de espectroscopia de RMN demuestran una interaccion especifica

entre el bucle interno de RRE v ligandos terfenilicos bilateralmente sustituidos.

Los espectros de RMN se obtuvieron utilizando espectrémetros Bruker Avance 500 MHz y
Bruker Avance 600 MHz equipado con criosonda, y se analizaron mediante Topspin 1.3
(Bruker Biospin) y Sparky 3.110%. Las muestras de RRE (habitualmente a una
concentraciéon de 60 pM) fueron previamente microdializadas en una disolucién acuosa
compuesta por 10 mM fosfato sédico (pH 6.0) y 0.1 mM EDTA. La interaccién entre estas
muestras de RRE y los compuestos bifenilicos y terfenilicos fue monitorizada a través de
experimentos monodimensionales y bidimensionales (TOCSY) en D,O. Partiendo de RRE
aislado, el ARN fue valorado progresivamente con ligando hasta obtener una proporcion
molar RRE:ligando entre 1:2 y 1:6, dependiendo de los cambios observados en los
espectros. La interaccion entre RRE y el antibiético de referencia neomicina B fue

monitorizada mediante un procedimiento similar. Los resultados se muestran en la Figura 3.

Los complejos de RRE con los mejores ligandos (11S-420, 11S-375 e I1S-806) se estudiaron
empleando mayor concentracion de ARN (entre 0.12 y 0.18 mM) y proporciones molares
RRE:terfenilo 1:1 y 1:2. Estos sistemas fueron examinados con mas detalle mediante series
de experimentos dgf-COSY, TOCSY y NOESY (con tiempos de mezcla entre 100 y 800 ms),
asi como con experimentos monodimensionales de transferencia de saturacion. Todos estos
experimentos fueron obtenidos en D,O a varias temperaturas (habitualmente 13, 25 y 38
°C).

Una muestra de RRE aislado (0.39 mM), previamente microdializada en una disolucion
acuosa compuesta por 10 mM fosfato sodico (pH 6.0) 50 mM NaCly 0.1 mM EDTA, también
se estudi®6 mediante experimentos bidimensionales TOCSY, dqf-COSY y NOESY
(normalmente con tiempos de mezcla de 80 y 250 ms) obtenidos a tres temperaturas
diferentes (13, 27 y 38 °C) en D,0, asi como experimentos TOCSY y NOESY (250 ms) a 17
°C en H,0. Estos espectros fueron utilizados para identificar la mayor parte de los protones

de RRE, utilizando como apoyo analisis previos de secuencias RRE®®.
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Ejemplo 5: Experimentos de polarizacion de fluorescencia indican que los ligandos

bifenilicos y terfenilicos inhiben la interaccion RRE-Revas.50_in vitro.

La capacidad de los ligandos bifenilicos y terfenilicos de inhibir la interacciéon RRE-Reva,.50
se evalué mediante un ensayo de desplazamiento basado en anisotropia de fluorescencia.
Para este experimento se empled el péptido frevp etiquetado con el fluoréforo FITC (SEQ
ID. No. 5) y la horquilla de ARN RRE (SEQ. ID. No 1). Los experimentos se realizaron a 25
°C utilizando un lector de placas Victor X5 (Perkin Elmer Inc.) provisto de filtros de excitacién
y emision de 480 y 535 nm, respectivamente, placas de 96 pocillos, y un tampon acuoso
compuesto por 30 mM HEPES (pH 6.8), 100 mM KCI, 10 mM fosfato sédico, 10 mM acetato
amonico, 10 mM cloruro de guanidinio, 2 mM MgCl,, 20mM NaCl, 0.5 mM EDTA y 0.001%
(v/v) Triton X-100%.

RRE (a una concentracién de 2 o 60 nM) y frevp (10 nM) fueron incubados en presencia de
concentraciones crecientes de inhibidor durante 5 minutos. Los datos de anisotropia se
recopilaron a continuacion cada 5 minutos durante un total de 15 minutos, para comprobar
que se alcanzara un estado de equilibrio. Los valores de ICs, fueron calculados ajustando la
anisotropia observada (Ass) a la siguiente ecuacién mediante el programa GraphPad Prism
(GraphPad Software Inc.):

B (4,-4,)
s = Ay F T)z

1+
(ICSO

donde As; y A, son los valores de anisotropia medidos para frevp aislado y unido a RRE,
respectivamente, [lI] es la concentracién total de inhibidor, IC5, es la concentracion de
inhibidor necesaria para producir una inhibicion del 50%, y m es la pendiente de la parte

lineal de la curva sigmoidea.

Las constantes de inhibicién (K;) fueron calculadas a partir de los valores de ICs, utilizando la

siguiente ecuacion:

[L], )

log(ICy,) = log(10™*” . (1+ =~
Kd
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donde [L]; es la concentracion total de frevp y K4 es la constante de disociacion RRE-frevp.
Estos valores uUnicamente se calcularon para inhibidores competitivos capaces de unirse
especificamente al bucle interno de RRE con bajas estequiometrias, segun los experimentos

de SPR y/o RMN. Los resultados se muestran en la Figura 5y en la Tabla 2.

Ejemplo 6: Plasmidos, virus y células.

El vector pNL4.3-Luc fue generado clonando el gen luciferasa en la region nef del clon
proviral pNL4.3%. El plasmido pNL4.3-Ren fue generado clonando el gen renilla en la regién

nef del clon proviral pNL4.3*'.

Células MT-2 (American Type Culture Collection, Rockville, MD)** fueron cultivadas en
medio RPMI1640 completo suplementado con suero bovino fetal 10% (v/v), L-glutamina 2
mM, penicilina (50 Ul/mL) y estreptomicina (50 ug/mL) (todos Whittaker M.A. Bio-Products).
Las células HeLa Tet-On Luc fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con suero
bovino fetal al 10% (v/v), L-glutamina 2 mM, penicilina (50 IU/ml), Estreptomicina (50 pg/ml)
(todos Whittaker M.A. Bio-Products), higromicina (100 ug/ml) (Invitrogen) y geneticina (100
pg/ml) (Sigma). Las dos lineas celulares fueron cultivadas a 37°C con atmésfera

humidificada con CO, al 5% y pasadas dos veces a la semana.

Ejemplo 7: Ensayos celulares muestran que los inhibidores de RRE-Revs,.50 bloguean la

replicacion del VIH-1 in vivo vy producen este efecto a nivel post-transcripcional.

Evaluaciéon de la actividad anti-VIH-1. Los sobrenadantes infecciosos fueron obtenidos
mediante transfeccién de los plasmidos en células 293T mediante fosfato calcico. Estos
sobrenadantes fueron utilizados para infectar células MT-2 en placas de 96 pocillos de
fondo en U en presencia de diferentes concentraciones de los compuestos. La
cuantificacion de la actividad antiviral se realizé 48 horas después de la infeccién. Para ello,
las células fueron lisadas con 100 pL/pocillo del tampdén apropiado (Luciferase Assay
System Kit with Reporter Lysis Buffer o Renilla Lysis Buffer, Promega, Madison, WI). Las
unidades relativas de luminiscencia (RLUs) se obtuvieron en un luminémetro (Berthold
Detection Systems, Pforzheim, Germany) después de afadir el sustrato a los extractos
celulares. La viabilidad celular fue evaluada en células tratadas de igual manera que en los

ensayos de infeccion pero sin infectar. Después de 48 horas, la viabilidad se cuantificd
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mediante el sistema CellTiter Glo (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
concentracion inhibidora 50% (ECsp) y la concentracion citotoxica 50 % (CCsp) se calcularon
mediante el programa GraphPad Prism. Los resultados se muestran en la Tabla 3a y Figura
6a. Para el ensayo HelLa Tet-On Luc, se sembraron células HelLa Tet-On Luc en placas de
24 pocillos el dia antes del experimento y se mantuvieron en cultivo durante un dia. A
continuacion el medio se cambié por medio fresco con diferentes concentraciones de los
compuestos y las células se trataron con 1 ug/mL de doxiciclina. 6 horas después, los
sobrenadantes se eliminaron, las células se lisaron con el tampdén de lisis Luciferasa
(Promega), y se midié la actividad luciferasa en un luminémetro. Los resultados se

muestran en la Tabla 3a y Figura 6a.

Ensayos de Transfeccion. Células MT-2 se mantuvieron en cultivo sin estimulos y antes del
ensayo se resuspendieron en 350 uL de RPMI sin suero y antibiéticos y se transfectaron a
320 V, 1500 uF y resistencia maxima con los plasmidos a una concentracion de 0.5 pg/10°
células con un Easyject plus Electroporator (Equibio, Middlesex, UK). Después de la
transfeccion, las células fueron inmediatamente cultivadas en RPMI completo
suplementado con suero fetal bovino, glutamina y antibiéticos, y tratadas o no con
diferentes concentraciones de compuestos. Las células fueron recogidas 48 horas después
y lisadas con el buffer de lisis Luciferasa (Promega). Las RLUs fueron cuantificadas en un

luminédmetro. Los resultados se muestran en la Tabla 3b y Figura 6b.

Ejemplo 8: Sintesis de compuestos bifenilicos y terfenilicos bilateralmente sustituidos.

Los fragmentos de partida 1 y 2 fueron piezas clave para la introduccion de la agrupacién
aminica en la molécula final. El fragmento 1 se prepard a partir del reactivo comercial 4-
bromo-3,5-dimetilfenol (6). El grupo fenol de 6 se alquilé con yodometano y, a continuacion,
se llevd a cabo la oxidacion del éster metilico resultante. La esterificacion del acido
carboxilico 8 dio lugar al compuesto 9, cuya posterior reduccion con LiBH, (borohidruro de
litio), seguida del tratamiento con NBS (N-bromosuccinimida) y NaCN (cianuro sédico)

origind el fragmento 1 con buen rendimiento (Esquema 2).
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OH OMe OMe OMe

HOOC COOH MeOOC COOMe
Br Br Br Br
6 7 8 9

OMe

OMe OMe
@, e 0,
HO OH Br Br NC CN
Br Br Br
10 1

Fragmento 1

Reactivos y condiciones: (a) CHsl, K,COj3, acetona, reflujo, 12 h, cuantitativo; (b) KMnQO,, -
BuOH:H,0, 100 °C, 18 h, 68%; (c) MeOH, H,SO,, temp. ambiente, 12 h, 85%; (d) LiBH,,
THF, temp. ambiente, 12 h, 95%; (e) NBS, PPhs, THF, temp. ambiente, 12 h, 85%; (f) NaCN,
Kl, éter 18-corona-6, CH3CN:H,O, temp. ambiente, 24 h, 68%.

Esquema 2

La sintesis del fragmento 2 se muestra en el Esquema 3. La reaccién entre el reactivo
comercial 12 con formaldehido dio lugar al alcohol 13. La posterior proteccion selectiva del
grupo fenol en el compuesto 13 origind los intermedios 14a-c. La bromacion de los
derivados 14 seguida de la sustitucion nucledfila con NaCN llevé a la obtencion de una

pequena quimioteca de derivados 2 bromofendlicos O-protegidos.
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Br
(a)
HO
OH OCH,R®
12 14a: R5= Ph 85%
14b: R%= p-CF3CgHa 77%
14c: R5%= Cy 65%
Br Br
© ()
e —_—
Br Br NC CN
OCH,R® OCH,R?
15a: R5= Ph 85% Fragmento 2
15b: R®= p-CF3CoH, 87% .
15¢: R°= Cy 96% 2a: R°= Ph 60%

2b: R%= p-CF3CqH,4 57%

2c: R%= Cy 54%
Reactivos y condiciones: (a) HCHO, aqg NaOH 25%, 40 °C, 48 h, 51%; (b) BrCH,R®, K;PO,,
acetona, temp. ambiente, 12 h; (c) NBS, PPh;, THF, temp. ambiente, 24 h; (d) NaCN, KiI,
éter 18-corona-16, CH;CN:H,O, temp. ambiente, 24 h.

Esquema 3

Como se menciond anteriormente, la ruta sintética propuesta se basa en una secuencia de
reacciones de acoplamiento cruzado de tipo Suzuki mediante el empleo de diferentes
ésteres aril borénicos. Los ésteres borénicos 3 utilizados proceden de fuentes comerciales a

excepcion de 3d y 3e.

Esteres borénicos comerciales

o. O o. .0
B
© Q U
OH OBn OBn
3a 3d 3e

47



10

15

ES 2489 815 Al

Los derivados vinilicos 3d y 3e se sintetizaron tal como se muestra en el Esquema 4. En
primer lugar, se prepar6 el dialdehido 16a mediante la reaccion de Duff a partir de 4-
bromofenol comercial. Ambos precursores 16a y 16b siguieron la misma ruta sintética que
consistid en la proteccion del fenol con bencilo (Bn), posterior reaccion de Wittig con

MePh;PBr, y por ultimo, formacion del éster borénico catalizada por paladio mediante

Br Br
(b)
R3 R4 R3 0
OH OBn

12: R3, R4=H 17a: R3= CHO 50%
16a: R, R4= cHo <1 @ 47p: Ro= i 96%
16b: R3= H, R*= CHO

o. O
Br B
(c) (d)
E— —_—
R3 = R3 7
OBn OBn

18a: R3= vinil 45% 3d: R3= vinil 40%
18b: R3=H 78% 3e: R3%=H 55%

radiacién por microondas.

Reactivos y condiciones: (a) Reaccion de Duff, TFA, hexametilentetramina, 150 °C, 48 h,
50%; (b) BrBn, K;PO,, acetona, reflujo, 8 h; (c) MePhsPBr, NaH, THF, 0 °C, 16 h; (d)
bis(pinacolato) de boro, KOAc, PdCl,(dppf), dioxano, 30 min, 120 °C MW.

Esquema 4
Una vez preparados los sustratos de partida, se desarrollé la sintesis complementaria de
sistemas bifenilicos combinando los fragmentos 1 y 2 (Esquema 5). De ese modo, aunque

las moléculas objetivo fueran mas complejas, fue posible evaluar la afinidad por el ARN viral

y la actividad inhibitoria de las estructuras biarilicas.
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CN CN
1
e
0.0
Br CN CN
(a) (b) 20a
— —
NC CN NC CN
CN NC
OBn OBn
2a 19a 2a
2 w0 (o
CN NC
20b

Reactivos y condiciones: (a) bis(pinacolato) de boro, KOAc, PdCl,(dppf), DME, 30 min, 120
°C MW, 60%; (b) Pd(OAc),, PPh3, K;PO,4, DMSO, 1-2 h, 125 °C MW, 20a 42%, 20b 44%.

Esquema 5

5 Como se muestra en el Esquema 5, el intermedio 19a se obtuvo a través de una reaccién de
acoplamiento cruzado catalizada por paladio entre el compuesto 2a y bis(pinacolato) de
boro. Un posterior acoplamiento de éster borénico 19a con los fragmentos 1 y 2a dio lugar a
los bifenilos 20a y 20b respectivamente. Ademas, se pudo observar que la reaccién de
homo-acoplamiento de 1 era posible a través de un proceso one-pot en el cual el intermedio

10  borédnico se formaba in situ (Esquema 6).

N N
OMe G c
()
NG CN — MeO OMe
one-pot
Br
1 NC CN
20c

Reactivos y condiciones: (a) bis(pinacolato) de boro, K;PO,, PdCl,(dppf), DME, 60 min, 125
°C MW, 84%.

Esquema 6

15 El siguiente paso de la secuencia sintética consistié en el tratamiento de los nitrilos 20a-c

con una disolucion del complejo de boro tetrahidrofurano seguido de HCIl 4M en dioxano
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para dar las sales de amonio 22a-b (Esquema 7). Adicionalmente, los derivados bencilados

20a-b se sometieron a una hidrdlisis previa para dar los alcoholes 21a-b.

CN CN CN NG NC CN
oYL o wod Y oo
CN CN CN NC NC CN

20a: R2=Bn 20b: R2= Bn 20c
22 R2=H < @ 21b: R2= H < @
l(b) l(b) l(b)
H,N  HoN H,N NH, H,N NH,
4HCI 4HCI
H,N  H,N H,N  4HCI  NH, H,N NH,
22a: R2=Bn 16% 22b 12% 22¢ 40%

22d: R>=H 15%

Reactivos y condiciones: (a) Pd/C (10 mol%), H, 1 atm, temp. ambiente, 2 h, quantitativo; (b)

BHs, THF, reflujo, 5 dias entonces HCI 4 M en dioxano.
Esquema 7

Basandose en la estrategia sintética propuesta, el terfenilo deseado 5 se prepard como se
indica a continuacién. En primer lugar, se llevé a cabo la reaccion de acoplamiento cruzado
de tipo Suzuki entre el sintdon de partida 1 y los distintos ésteres aril borénicos 3a-e
empleando las condiciones de reaccion optimizadas (Esquema 8). La eliminacién del grupo
bencilo en los compuestos 23d-e y la posterior transformacion de los fenoles 23a-c y 24a-b
en sus correspondientes triflatos, generd 25a-e con buenos rendimientos. Por otra parte, la
preparacion de los ésteres bordnicos 19b-d (Esquema 9), previa al acoplamiento con los
triflatos 25, se llevé a cabo mediante una reaccion de acoplamiento con bis(pinacolato) de
boro catalizada por paladio bajo radiacion microondas, siguiendo el mismo procedimiento

descrito anteriormente para 2a (R°= Ph).
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o.__0 NC
Br B R3
(a)
A e o 9o
RS R®
4
OMe OR? R
NC

+

1 3a-e
23a: R3, R4 R®=H 78%
23b: R3, R*=Me, R®=H 71%
NC 23c: R3= OMe, R4, R®= H 80%
23d: R3= vinil, R*= H, R®= Bn 42%
' b
© 24a: R3= Et, R4=H RS- H 93% (b)
— MeO Q O OTf 23e: R3, R*= vinil, RG— Bn 30% )
24b: R3, R*= Et, R%= H 95% <
NC

25a: R3, R*=H 73%

25b: R3, R*= Me 86%
25¢: R3= OMe, R*=H 92%
25d: R®= Et, R*=H 83%
25e: R3, R*=Et61%

Reactivos y condiciones: (a) KsPO,, PdCl,(dppf), CH;CN:H,O (7:3), 30 min, 120 °C MW; (b)
H,, Pd(OH),, EtOH, temp. ambiente, 12 h; (c) Tf,O, pyridine, CH,Cl,, temp. ambiente, 2 h.

Esquema 8
OCH,R®
OCH,R®
NC CN
NC CN (@)
E—
/B\
Br o 0
2
19a: R%= Ph 66%
19b: R%= p-CF;CgH4 60%
5 19¢: R%= Cy 65%

Reactivos y condiciones: (a) bis(pinacolato)de boro, KOAc, PdCl,(dppf), dioxano, 30 min,
120 °C MW.

Esquema 9

A continuacion, un ultimo acoplamiento de Suzuki entre los ftriflatos 25 y los ésteres

10 borénicos 19 generd los derivados terfenilicos deseados 4a-g, los cuales fueron
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transformados en sus correspondientes sales de amonio 5 por medio de una reduccién con

BH3/THF seguida de un tratamiento con HCI 4M en dioxano.

NC NC NC
R3 RS
19
o y~p-om ——r mo{ 9~ p—Cpoon
(@)
R* R4
NC NC NC
25

4a: R5= Ph, R®, R*=H 38%

4b: R®= Ph, R®, R*= Me 20%

4c: R5= Ph, R3= Et, R*=H 32%

4d: R%= Ph, R®, R*=Et 22%

4e: R%= Ph, R3= OMe, R*=H 30%

4f: R5= p-CF,CgH,, R3= OMe, R*= H 22%
4g: R%= Cy, R®= OMe, R*=H 20%

NH, NH,

R3 5a: R%= Ph, R3, R*= H 30%
) 5b: R5= Ph, R3, R*= Me 32%
—— > MeO O O O OCH,R5  5¢: R®= Ph, R®= Et, R*=H 43%
5d: R5= Ph, R3, R*= Et 20%
R4 5e: R%= Ph, R®= OMe, R*= H 36%
5f: R5= p-CF;C¢H,, R3= OMe, R*=H 47%
NH, NH, 5g: R5= Cy, R3= OMe, R*=H 42%

-4HCI

Reactivos y condiciones: (a) KsPO,, PdCly(dppf), CH;CN:H,O (7:3), 30 min, 120 °C MW; (b)
BH,, THF, reflujo, 5 dias entonces HCI 4 M en dioxano.

Esquema 10

Adicionalmente, se procedié a eliminar el grupo bencilo de los derivados 4a-e empleando
condiciones estandar de reaccion para dar las sales de amonio correspondientes 5h-l de
forma cuantitativa, tal como se muestra en el Esquema 11. De esta manera, se ha
preparado una variada quimioteca de bi- y terfenilos estratégicamente funcionalizados con el

fin de evaluar su afinidad por el ARN viral y actividad inhibitoria frente al virus VIH-1.
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NH, NH, NH, NH,
R® R3
(a)
MeO OBn ——  MeO OH
R* 4HCI R* 4HCI
NH, NH, NH, NH,
5a: R3, R4=H 5h: R3, R4=H
5b: R3, R%= Me 5i: R3, R4= Me
5c: R3= Et, R*=H 5j: R3=Et, R*=H
5d: R%, R*= Et 5k: R3, R4= Et
5e: R3= OMe, R4=H 51: R3= OMe, R*=H

Reactivos y condiciones: (a) Pd/C (10 mol%), H, 1 atm, temp. ambiente, 2 h,cuantitativo.

Esquema 11
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REIVINDICACIONES

Compuesto de Férmula general (1)

=
R'=—A—F"
R*—B—r*
R*—C—R"
R

)
donde:

A, B y C representan independientemente uno del otro anillos de seis atomos
seleccionados del grupo que consiste en benceno, piridina, pirazina, pirimidina,

piridazina, ciclohexano, oxano, piperidina y piperazina,

los anillos de seis atomos A, B y C estan unidos en para mediante enlaces

simples,

los sustituyentes R', R?, R® R* R°y R® ocupan posiciones orto o meta respecto a

los atomos que enlazan entre si los anillos de seis miembros,

los sustituyentes R’ y R® ocupan posiciones para respecto a los atomos que

enlazan entre si los anillos de seis miembros,

R' y R? ocupan posiciones bilaterales (1,3 6 1,4 disustituidas una respecto a la
otra) en el anillo de seis atomos y se seleccionan independientemente uno del

otro de un grupo consistente en: hidrogeno, haldégeno, hidroxilo, alcoxi, alquil
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amina, alquil guanidina, alquil amida, alquil éster, alquil carboxilato, hidroxialquilo,

alcoxialquilo, haloalquilo y alquilo,

R® y R* ocupan posiciones bilaterales (1,3 6 1,4 disustituidas una respecto a la
otra) en el anillo de seis atomos y se seleccionan independientemente uno del
otro de un grupo consistente en hidrégeno, halégeno, hidroxilo, alcoxi, alquil
amina, alquil guanidina, alquil amida, alquil éster, alquil carboxilato, hidroxialquilo,

alcoxialquilo, haloalquilo y alquilo,

R° y R® ocupan posiciones bilaterales (1,3 6 1,4 disustituidas una respecto a la
otra) en el anillo de seis atomos y se seleccionan independientemente uno del
otro de un grupo consistente en: hidrogeno, halégeno, hidroxilo, alcoxi, alquil
amina, alquil guanidina, alquil amida, alquil éster, alquil carboxilato, hidroxialquilo,

alcoxialquilo, haloalquilo y alquilo,

R” y R® se seleccionan independientemente uno del otro de un grupo consistente
en hidrégeno, haldégeno, hidroxilo, alcoxi, alquil amina, alquil guanidina, alquil
amida, alquil éster, alquil carboxilato, hidroxialquilo, alcoxialquilo, haloalquilo,

alquilo, aril alcoxi y aril éster,

y sus sales, ésteres, isomeros, solvatos, hidratos y profarmacos.

Compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado porque en la

Férmula general (1)

A, B y C son benceno,

R' y R? ocupan posiciones bilaterales 1,3 disustituidas una respecto a la otra y
meta respecto al carbono de su anillo unido al benceno B, y son grupos

aminometilo, aminoetilo o aminopropilo, substituidos o no substituidos,

R® y R* ocupan posiciones bilaterales 1,3 disustituidas una respecto a la otra y
orto respecto al carbono de su anillo unido al benceno A, y se seleccionan

independientemente uno del otro de un grupo consistente en hidrégeno,
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halégeno, hidroxilo, (C1-C6) alcoxi, (C1-C6) alquil amida sustituida o no
sustituida, (C1-C6) alquil ester sustituido o no sustituido, (C1-C6) hidroxialquilo,
(C1-C6) haloalquilo, (C1-C6) alcoxialquilo, y (C1-C8) alquilo,

R® y R® ocupan posiciones bilaterales 1,3 disustituidas una respecto a la otra y
orto respecto al carbono de su anillo unido al benceno B, y son grupos

aminometilo, aminoetilo o aminopropilo, substituidos 0 no substituidos,

R’ y R® se seleccionan independientemente uno del otro de un grupo consistente
en hidrégeno, halégeno, hidroxilo, (C1-C10) alcoxi, (C1-C10) alquil amina, (C1-
C10) alquil guanidina, (C1-C10) alquil amida, (C1-C10) alquil éster, (C1-C10)
hidroxialquilo, (C1-C10) alcoxialquilo, (C1-C10) haloalquilo, (C1-C10) alquilo, aril

alcoxi, y aril éster.

y sus sales, ésteres, isomeros, solvatos, hidratos y profarmacos.

3. Compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 1y 2, caracterizado por estar

seleccionado del grupo que comprende:

2",3,5,6"-tetrakis(2-aminoetil)-4"-metoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-4-ol
2",3,5,6"-tetrakis(2-aminoetil)-2',4"-dimetoxi-[1,1":4",1"-terfenil]-4-ol
2,2',2",2"-(4"-(benciloxi)-3',4-dimetoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-2,3",5",6-
tetrail)tetraetilamina
2,2'2",2"-(3',4-dimetoxi-4"-((4-(trifluorometil)bencil)oxi)-[1,1":4',1"-terfenil]-
2,3",5" 6-tetrail)tetraetilamina
2,2',2",2"-(4"-(ciclohexilmetoxi)-3',4-dimetoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-2,3",5",6-
tetrail)tetraetilamina
2",3,5,6"-tetrakis(2-aminoetil)-4"-metoxi-2',6'-dimetil-[1,1":4',1"-terfenil]-4-ol
2,2',2",2"-(4"-(benciloxi)-4-metoxi-3',5'-dimetil-[1,1":4',1"-terfenil]-2,3",5",6-
tetrail)tetraetilamina
2",3,5,6"-tetrakis(2-aminoetil)-2'-etil-4"-metoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-4-ol
2,2',2",2"-(4"-(benciloxi)-3'-etil-4-metoxi-[1,1":4",1"-terfenil]-2,3",5",6-
tetrail)tetraetilamina
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2" 3,5,6"-tetrakis(2-aminoetil)-2',6'-dietil-4"-metoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-4-ol
2,2'2",2"-(4"-(benciloxi)-3',5'-dietil-4-metoxi-[1,1":4",1"-terfenil]-2,3",5",6-
tetrail)tetraetilamina,

y sus sales, esteres, isomeros, solvatos, hidratos y profarmacos.

Compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para uso

como medicamento.

Compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para el
tratamiento profilactico y/o terapéutico de la infeccién por el virus de la
inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) y/o otras enfermedades causadas por
otros virus ARN, y/o enfermedades infecciosas o cronicas responsivas a la
modulacion de la funcion de bucles internos de ARN, y/o enfermedades
infecciosas o crénicas responsivas a la inhibicibn o mimetismo de dominios

proteicos de a-hélice en interaccién con otras biomoléculas.

Uso de un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para la
preparacion de un medicamento destinado al tratamiento profilactico y/o

terapéutico de infecciones causadas por virus ARN.

Uso de acuerdo con la reivindicacion 6, caracterizado por que el tratamiento
profilactico y/o terapéutico esta destinado al virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1 (VIH-1).

Uso de un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para la
preparacion de un medicamento destinado al tratamiento profilactico y/o
terapéutico de, enfermedades infecciosas o0 cronicas responsivas a la

modulacion de la funcion de bucles internos de ARN.

Uso de un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para la
preparacion de un medicamento destinado al tratamiento profilactico y/o

terapéutico de enfermedades infecciosas o crénicas responsivas a la inhibicién
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o0 mimetismo de dominios proteicos de o-hélice en interaccidbn con otras

biomoléculas.

Composiciéon farmacéutica que comprende al menos un compuesto de Férmula
general (l), de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o su sal
farmacéuticamente aceptable, éster, solvato, isébmero, hidrato o profarmaco y al

menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 10 para el
tratamiento profilactico y/o terapéutico de la infeccién por el virus de la
inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) y/o enfermedades causadas por otros
virus ARN, y/o enfermedades infecciosas o cronicas responsivas a la
modulacion de la funcion de bucles internos de ARN, y/o enfermedades
infecciosas o crénicas responsivas a la inhibicibn o mimetismo de dominios

proteicos de a-hélice en interaccion con otras biomoléculas.

Composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10
y 11 caracterizada por contener de 0,05% - 80% (en peso) de al menos un

compuesto de Férmula general ().

Composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10

a 12 formulada para su administracion parenteral, oral, tépica, nasal y/o rectal.

Método de obtencién de los compuestos de Formula general (l) de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende la formacion de
sucesivos enlaces C-C por acoplamientos de Suzuki entre halogenuros,
ariltriflatos y ésteres boronicos de los anillos de 6 miembros A, B y C
conteniendo grupos bilaterales, catalizados por paladio, caracterizado por qué
los derivados halogenuro de Ay C introducen R, R% R®, y R® y el éster borénico

de B introduce R® y R* en los compuestos de Formula general (1).
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FIG.1
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FIG. 3
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FIG. 4
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FIG. 5
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FIGURA 6A
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FIGURA 6B
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110>

CENTRO DE INVESTIGACIN PRNCIPE FELIPE
INSTITUTO DE SALUD CARLOS ITII

UNIVERSIDAD CATLICA DE VALENCIA SAN VICENTE MRTIR (

UNIVERSITAT DE VALNCIA

<120> NUEVOS p-TERFENILOS HEXAKIS-SUSTITUIDOS CON GRUPOS BILATERALES PARA EL
TRATAMIENTO DE LA INFECCIN POR EL VIRUS DE LA

OTRAS

<130>

<160>

<170>

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>
<223>

<400>

ENFERMEDADES

VIH1

BissAP 1.2

1
28
RNA

Artificial Sequence

source
1..28

/organism="Artificial Sequence"
/note="GCUGGGCGCACUUCGGUGACGGUACAGC"
/mol type="unassigned RNA"

1

gcugggcgca cuucggugac gguacagce

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

2
26
RNA

Artificial Sequence

source
1..26

/organism="Artificial Sequence"
/note="GCUGGGCGGACUUCGGUGCGCCCAGC"
/mol type="unassigned RNA"

2

gcugggcgda cuucggugcg cccagc

INMUNODEFICIENCIA HUMANA TIPO 1

28

26

(VIH-1)

Y


marguman
Texto escrito a máquina
LISTADO DE SECUENCIAS

marguman
Texto escrito a máquina
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<211> 27
<212> RNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<221> source
<222> 1..27
<223> /organism="Artificial Sequence"
/note="GCUGAUCUGACACUUCGGUGUCUCAGC"
/mol type="unassigned RNA"
<400> 3
gcugaucuga cacuucggug ucucagc 27
<210> 4
<211> 22
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> TRQARRNRRRRWRERQRAAAAR
<400> 4
Thr Arg Gln Ala Arg Arg Asn Arg Arg Arg Arg Trp Arg Glu Arg Gln
1 5 10 15
Arg Ala Ala Ala Ala Arg
20
<210> 5
<211> 27
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> FITCGTRQARRNRRRRWRERQRAAAAR
<400> 5

Phe Tle Thr Cys Gly Thr Arg Gln Ala Arg Arg Asn Arg Arg Arg Arg

1

5 10 15

Trp Arg Glu Arg Gln Arg Ala Ala Ala Ala Arg

20 25
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X ORTEGA, A. et al. “Synthesis and evaluation of arylquinones as BACE1 inhibitors, B-amyloid 1,4,5,10-13
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13.03.2011]. Ver pagina 2183, resumen; pagina 2184, figura 1.

A SINGH, S.B. et al.”Isolation, structure, and HIV-1-integrase inhibitory activity of structurally 1-14
diverse fungal metabolites.” Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology 2003, Volumen 30,
paginas 721-731. [Disponible en linea el 09.01.2004]. Ver pagina 721, resumen; pagina 727,
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201330235

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 16.12.2013

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 2,3 SI
Reivindicaciones 1,4-14 NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 2,3 SI
Reivindicaciones 1,4-14 NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.

Informe del Estado de la Técnica Pagina 3/5




OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201330235

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Namero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion

D01 CLOUSER, C.L. et al. Biological & Medicinal Chemistry Letters 06.09.2012
2012, Vol. 22, pp. 6642-6646

D02 US 2011/0046147 A1 (HARTMANN, R. et al.) 24.02.2011

D03 STEVENS, C.B. et al. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 04.02.2013
2013, Vol. 23, pp. 1703-1706.

D04 TSYGANKOVA, |.G. & ZHENODAROVA, S.M. Russian Journal of 2011
General Chemistry 2011, Vol. 81, N° 5, pp. 913-919

D05 ORTEGA, A. et al. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 13.03.2011
2011, Vol. 21, pp. 2183-2187

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

El objeto de la invencion es un compuesto de formula general (1), el uso del compuesto (I) para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento profilactico y/o terapéutico de infecciones causadas por virus ARN, una composicion
farmacéutica que comprende al menos un compuesto de férmula () y un método de obtencion de los compuestos de
férmula (1) mediante acoplamientos de Suzuki.

El documento DO1 divulga una serie de derivados de resveratrol con actividad antiviral, en concreto anti HIV-1, que se
engloban en la férmula general (l) de la invencién (ver pagina 6642, resumen). En concreto, se divulgan el compuesto 6
derivado de terfenilo (A, B y C son fenilo en la férmula (1) de la invencién, en el que R5, R® y R’ son hidroxilo y R1, RZ, R3, R*
y R® son H), el compuesto 7 (A y B son fenilo, C es piridina, R'=R?*=0OH y R*=R*=R°=R°=R’=R%=H en la formula (I) de la
invencion), el compuesto 12a (A y C son fenilo, B es pirimidina, R'=R?=R%=0H y R*=R*=R°=R°=R’=H en la formula () de la
invencion) y el compuesto 12b (A y C son fenilo, B es pirimidina, R>=R®=R’=0H y R'=R?=R*=R*=R®=H en la férmula (I) de la
invencioén) (ver pagina 6643, figura 1). Estos compuestos se obtienen mediante reacciones secuenciales de acoplamiento
cruzado de Suzuki-Miyaura a partir de los derivados apropiados de acido borénico y los correspondientes haluros de arilo
(ver pagina 6644, columna 1, parrafo 1; esquema 2). Estos compuestos mostraron actividad anti HIV-1 en los ensayos de
replicacion utilizando genes marcadores para determinar la frecuencia de mutaciones, tanto solos como en combinacién con
decitabina, actuando sinérgicamente para inhibir la infeccién (ver pagina 6644, columna 1, parrafo 2; pagina 6645, columna
2, parrafo 3; tablas 1y 2).

Por tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1, 4-14 no es nuevo segun lo divulgado en el documento DO1
(Articulo 6.1 de la Ley de Patentes).

El documento D02 divulga una serie de inhibidores de 17-beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1, algunos de los cuales
presentan estructura de para-triterfenilo y se engloban en la férmula general (1) de la invencion (parrafo [0001]). En concreto,
se divulgan el 3,3"-dimetoxi-[1,1;4’, 1"Jterfenilo (ejemplo 107: A, B y C son fenilo en la férmula (1) de la invencién, R' y R®
son metoxilo y R?, R®, R*, R®, Ry R® son H) (ver parrafo [0301]); el 4,3"-dimetoxi-[1,1;4, 1"Aterfenilo (ejemplo 109: A,ByC
son fenilo en la formula (1) de la invencion, R® y R’ son metoxilo y R', R?, R®, R* R®y R® son H) (ver parrafo [0305]); el
[1,1‘,4’,1”]Sterfenil—3,3’—diol 42 (ejemplo 111: A, B y C son fenilo en la formula (I) de la invencion, R’ y R® son hidroxilo y R?,
R’, RY R®, R7y R® son H) (ver parrafo [0309]), el [1,1°,4’,1”]terfenil-4,3"-diol 44 (e; mg)lo 113: A, B y C son fenilo en la
férmula (1) de la invencién, siendo en el que R® y R’ hidroxilo y R'=R?*=R*=R*=R’=R =H) (ver parrafo [0313]). Ademas,
también se divulgan el 3,3-piridina-2,5-diildifenol (57) (Iejemg)lo 127: Ay C son fenilo, B es piridina en la formula (1) de la
invencion, R' y R® son hidroxilo y R*=R%*=R*= R°=R’=R=°=H) (ver parrafo [0339]) y el 3,3'-pirazina-2,5-diildifenol (58)
(egem;)Io 127: A y C son fenilo, B es pirazina en la formula (I) de la invencién, R' y R® son hidroxilo y R*=R*=R*=
R°=R’=R=%=H) (ver parrafo [0341]). El documento D02 divulga igualmente el procedimiento de obtencion de los compuestos
mencionados, por medio de reacciones secuenciales de acoplamiento cruzado de Suzuki entre los derivados de acido
boronico apropiados y los correspondientes haluros de arilo (ver reivindicacion 14; parrafos [0302], [0306], [0310], [0314],
[0340], [0342]), asi como una composicion farmacéutica que comprende dichos compuestos (ver reivindicacion 10).

En consecuencia, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1, 4, 5, 10-14 no presenta novedad segun lo divulgado
en el documento D02 (Articulo 6.1 de la Ley de Patentes).
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El documento D03 divulga tres compuestos isoméricos con estructura de 3,3”,4,4”-tetrahidroxiterfenilo que presentan
actividad in vitro contra la agregacion del péptido B-amiloide que se produce en la enfermedad de Alzheimer (ver pagina
1703, resumen). Asi, el documento divulga el compuesto 3a, que se incluye en la férmula general (1) de la invencién (A,By C
son fenilo; R1, R6, R’ y R®son hidroxilo; R2, R3, R* y RS son hidrégeno) y su precursor 2a (A, B y C son fenilo; R1, Re, R’ y R®
son metoxilo; RZ, R3, R* y R® son hidrégeno), que se obtiene mediante una reaccion de Suzuki-Miyaura entre &cido 3,4-
dimetoxifenilborénico y 1,4-dibromobenceno (ver pagina 1704, esquema 1).

Por lo tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1, 4, 5, 10-14 no presenta novedad segun lo divulgado en el
documento D03 (Articulo 6.1 de la Ley de Patentes).

El documento D04 divulga una serie de compuestos derivados de estilbeno con actividad antiproliferativa e inductora de
apoptosis (ver pagina 913, resumen), entre los que se encuentran los compuestos 32-34, que se incluyen dentro de la
férmula general (1) de la invencion, siendo en todos los casos A, B y C grupos fenilos, y los diferentes sustituyentes H, OH 6
MeQ) (ver pagina 915, tabla 1).

Por tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1, 4, 5, 10-13 no es nuevo segun lo divulgado en el documento
D04 (Articulo 6.1 de la Ley de Patentes).

El documento D05 divulga una serie de compuestos derivados de arilquinona con capacidad para interaccionar con el
mecanismo amiloidogénico del procesamiento de la proteina precursora del B-amiloide (ver pagina 2183, resumen). Entre
estos compuestos se halla el derivado 5, que esta incluido dentro de la férmula general (1) de la invencién (A, B y C son fenilo
en la formula (1) de la invencion, siendo R*=R*=0H, y R'=R?*=R°=R®=R"=R®=H) (ver pagina 2184, figura 1).

En consecuencia, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1, 4, 5, 10-13 no es nuevo a la luz de lo divulgado en el
documento D05 (Articulo 6.1 de la Ley de Patentes).

Sin embargo, no se ha encontrado en el estado de la técnica divulgacion o sugerencia alguna que pudiera dirigir al experto en
materia hacia la invencion recogida en las reivindicaciones dependientes 2, que se refiere a los compuestos de férmula (1)
que poseen determinados sustituyentes, como son grupos aminoalquilo en posiciones 1,3- de los anillos Ay C; y 3, relativa a
una serie de compuestos concretos.

En consecuencia, se considera que el objeto de las reivindicaciones 2 y 3 reune los requisitos de novedad y actividad
inventiva exigidos por los Articulos 6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes 11/1986.
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