View metadata,

ES 2458 933 B1

citation and similar_papers at core.ac.uk

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

brought to y}ZLCIQRE

provided by Digital.

@NUmero de publicacion: 2 458 933

@ Numero de solicitud: 201231534

@Int. Cl.:

CO7D 213/68
CO07D 213/70
CO7D 213/74
CO07D 213/24
AB1K 31/4425
AB1P 33/02

(2006.01)
(2006.01)
(2006.01)
(2006.01)
(2006.01)
(2006.01)

®@ PATENTE DE INVENCION B1

@ Fecha de presentacion:
05.10.2012

Fecha de publicacion de la solicitud:
07.05.2014

Fecha de la concesion:
04.02.2015

Fecha de publicacion de la concesion:
11.02.2015

Se remite a la solicitud internacional:
PCT/ES2013/070683

@ Titular/es:

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES
CIENTIFICAS (CSIC) (50.0%)

Serrano, 117

28006 Madrid (Madrid) ES'y

UNIVERSIDAD DE GRANADA (50.0%)

@ Inventor/es:

GAMARRO CONDE, Francisco;
CASTANYS CUELLO, Santiago;
GARCIA HERNANDEZ, Raquel;
MANZANO GONZALEZ, José Ignacio;
CAMPOS ROSA, Joaquin M2y
GOMEZ PEREZ, Verénica

Agente/Representante:
UNGRIA LOPEZ, Javier

Tl'tulo: DERIVADOS CICLOFANICOS DE BIS-PIRIDINIO COMO FARMACOS ANTI-PROTOZOARIOS

@Resumen:

La presente invencion se refiere a derivados
ciclofanicos de bis-piridinio de formula general I,
siendo L un grupo de féormula Il, donde Q es la base
conjugada de un acido organico o inorganico y tiene
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DERIVADOS CICLOFANICOS DE BIS-PIRIDINIO COMO FARMACOS ANTI-PROTOZCARIOS
DESCRIPCION

Sector de la técnica

La presente invencion se relaciona con compuestos leishmanicidas y que encuentran aplicacion en el tratamiento
de otras enfermedades protozoarias por tripanosomatidos tanto en seres humanos y animales, asi como con un
método para la preparacion de los compuestos de la invencion, y ciertos intermedios de diche método.

Estado de la técnica

La leishmaniasis es una enfermedad compleja causada per protozoos parasitos del género Leishmania. Los
parasitos se transmiten por medio de las moscas hembras via ciclos antroponéticos o zoondticos. Los parasitos
de Leishmania tienen un ciclo de vida dimerfico: la forma promastigota se desarrolla en el intestinc de las moscas
hembras y representan formas infecciosas que se transmiten al huésped mamifero. En el interior de las células
de mamiferos, las formas promastigotas sobreviven y se multiplican como formas amastigotas en el interior de
las vacuolas parasitoforas de los macrofagos. Las manifestacicnes clinicas mas relevantes incluyen la
leishmaniasis visceral (LV) y la leishmaniasis cutanea (LC); existen otras manifestaciones clinicas como la
leishmaniasis mucocutanea y la leishmaniasis dermica post-kala-azar. 350 millones de personas en el mundo
estan en riesgo de infeccion o de contraer la enfermedad. La incidencia anual se estima entre 1,5 y 2 millones de
personas con 59.000 muertes anuales. La leishmaniasis se incluye en el grupo de enfermedades tropicales
olvidadas y se le relaciona con la pobreza.

El tratamiento de la leishmaniasis es complicadc y la enfermedad presenta una gran morbilidad por lo que a
menudo se requieren terapias expeditivas, ya que de no ser asi, puede haber complicaciones. Entre los farmacos
de primera eleccion se pueden citar los antimoniales pentavalentes (antimoniato de meglumina y estibogluconato
de sodic) que se han utilizado para el tratamiento de la LV y la LC durante mas de 60 afios. Otros tratamientos
incluyen al antibidtico poliénico anfotericina B (en particular la formulacién en liposomas), la alquilfosfocolina,
miltefosina, inicialmente desarrollado como farmacc anti-canceroso, y la paromomicina, un antibidtico
amineglicésido que posee actividad antibacteriana y antiprotozoaria. Existen ctros farmacos que se emplean en
segunda linea, principalmente en casos de leishmaniasis que no responden al tratamiento con los antimoniales
como |la pentamidina y los azcles (ketoconazol).

La pentamidina es una diamidina arcmatica, todavia en uso como farmacec de primera eleccion para ciertas
formas de LC. También se utiliza Unicamente como tratamiento de segunda linea en LV debido a su toxicidad v a
su eficacia. EI mayor problema de la seguridad relacionada con la pentamidina es la induccion de diabetes
mellitus que depende de insulina y su uso en la India para el tratamiento de la LV se ha abandonado).

Trabajos mas recientes implican a la mitocendria en el medeo de accion de la pentamidina. Estudics de
microscopia electronica en Leishmania, han demostrado que la pentamidina induce cambios morfologicos con
inflamacion de la mitocondria y fragmentacion del ADN del kinetoplastide (Langreth, S. G.; Berman, J. D.;
Riordan, G. P.; Lee, L. S. J. Profozool. 1983, 30, 555-561). Igualmente, se ha observado que la pentamidina
induce en formas promastigotas de L. donovani un desacoplamiento in sifu en la mitocondria con colapso del
petencial de membrana mitccondrial; también se ha descrito una alcalinizacion de los acidocalcisomas en formas
promastigotas de L. donovani tratadas con pentamidina (Vercesi, A. E.; Rodrigues, C. O.; Calisti, R., Docampo,
R. FEBS Lett. 2000, 473, 203-206). En un estudio reciente se ha sugerido a la mitocondria como el lugar de
acumulacion de la pentamidina en promastigotas de L. donovani y la resistencia a este farmace esta ascciada
con alteraciones de la mitocondria (Mukherjee, A.; Padmanabhan, P. K., Sahani, M. H.; Barrelt, M. P.;
Madhubala, R. Mol. Biochem. Parasitol. 2008, 145, 1-10). La pentamidina entra en las formas promastigotas y
amastigotas intracelulares de Leishmania a traves de un transportador que reconoce con alta afinidad a las
diamidinas (Basselin, M.; Denise, H.; Coombs, G. H.; Barrett, M. P. Antimicrob. Agents Chemother. 2002, 46,
3731-3738). El mecanisme de accién leishmanicida de la pentamidina no esta bien definido pero probablemente
actle via inhibicion de la biosintesis de poliaminas, por medio de interferencia en la sintesis del ADN vy
modificacion en el potencial de membrana mitocondrial.

Existe por tanto una necesidad de desarrollar compuestos que presenten una buena actividad leishmanicida y
gue al mismo tiempo, presenten niveles bajos de toxicidad.

Descripcion de la Invencion

Los autores de la presente invencion han descubierto gue determinadas modificaciones en estructuras
relacionadas con la pentamidina presentan una apreciable disminucion en los niveles de toxicidad de dichos
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compuestos, asi como notables valores de la actividad leishmanicida, tanto en formas promastigotas como en
formas amastigotas intracelulares del parasito Leishmania.

Por consiguiente, la invencion proporciona en su primer aspecto una familia de compuestos que presentan
formula general I,

Formula |

o cualquiera de sus bases conjugadas, siendo L un grupo de formula Il,

1

Formula ll

de tal manera que el compuesto de formula | es un compuesto de formula I-a o férmula I-b,
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Formula I-a Formula I-b
y en donde:
- Q! es la base conjugada de un Acido organico o inorganico, y tiene entre 1 y 3 cargas negativas;
- gesel ndmero de cargas negativas de Q;

- R y R? se seleccionan independientemente entre al menos un sustituyente del grupo que consiste en:
hidrogeno, un halégeno, un grupo alguilo conteniendo desde un atomo de carbono hasta 10 (alguilo C-
C1o), un grupo halecalguilo que contenga de 1 a 10 atomos de carbono (halcalquilo C+-C1p), Un grupc amine,
un grupo alguilaminc que puede tener entre 1 y 10 atomos de carbono, un grupo hidroxilo y un grupo
alcoxilo;

- X y X se selecmonan independientemente entre al menos uno del grupo que consiste en: NH, NR?, 0, S %
CHs, y donde R? se selecciona independientemente entre al menos uno de la siguiente lista: un grupo
alquilo, un grupo arilo, un grupe alguilarilo y un grupe arilalguilo, conteniendo dichos grupos desde 1 a 10
atomos de carbono;

- Ay B, que pueden ser iguales o diferentes, se seleccionan independientemente entre grupos espaciadores
con una longitud de la cadena entre 2 y 15 atomos de carbono (espaciador C3-C;s), preferentemente entre
al menos uno de los siguientes: un espaciador de cadena tipo alcanodiilo, un espaciador de cadena tipo
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alguenodiilo, un espaciador de cadena tipe alquinodiilo y un espaciador aromatico, como por ejemplo los
grupecs que se muestran posteriormente en la presente descrlpcnon de tal manera _que, cuando el
compuesto de formula | consiste en el compuesto de formula I-a donde R’ % R® son H, % X' % X? son NH, si
el espaciador A consiste en un grupo espaciador aromatico de formula Ill ¢ un grupo espaciador aromatico

de formula IV,

Formula 1l Formula IV
entonces el espaciador B es distinto de dichos grupos de formula 1ll v de formula IV.

Para mantener la neutralidad de carga en el compuestc de formula I, el compuesto ciclico de bispiridinio y la
base conjugada Q definida anteriormente se encuentran en relacion estequiométrica 1:2/g, donde qesel numero
de cargas negativas que presenta Q. Esto significa que, por ejemplo, el contralon [(2/q)Q] ® consiste en: [2Q]
cuando Q es |a base conjugada de un acido monobasico (por ejemplo [ZBr] cuando Q es el anion bromuro Br®,
es decir, la base conjugada del HBr); [Q]*° cuando Q es la base conjugada de un amdo dibasico o de un aC|do
dicarboxilico (como entre otros son los aniones sulfato [SO4] u oxalato “00C-CO0° )X [(2./3)(3]29 cuando Qesla
base conjugada de un acido tribasico (por ejemplo [(2./3)PO4]28 cuando Q es el anion fosfato PO,*®, es decir, la
base conjugada del acido HzPO4). Segun la invencion, resultan preferidas aquellas bases conjugadas de acido
organico o inorganico farmacéuticamente aceptable. Ejemplos de las mismas se describen mas adelante en la
presente descripcion. Mas preferiblemente, dicha base conjugada se refiere a un anion derivade de la discciacion
de un acido inorganico, y aun mas preferiblemente al anidén bromuro.

En el ambito de la presente invencion, “alquilo” significa un radical de hidrocarburo monovalente saturado lineal,
de uno a seis atomos de carbone, o un radical de hidrocarburoc monovalente saturado ramificado de tres a diez
atomos de carbene, por ejemplo y sin limitarse a, metilo, etilo, n-propilo, 2-propilo, ferc-butilo, pentilo, y similares.
A lo largo de la presente descripcion, el termino "alquile” puede ser igualmente referido como “alquilo C1-C1o”.

En el ambito de la presente invencion, “haloalquilo” significa alquilo substituido con uno o mas, iguales o
diferentes, haloatcmos, p. ej. y sin limitarse a, -CH3Cl, -CF3, -CH2CF3 y -CH>CCl3 y similares, y ademas incluye
aguellos grupos alquile como el perflucroalquilo, en los cuales todos los atomos de hidrogeno estan
reemplazados por atomos de flior. A lo largo de la presente descripcion el término “haloalquilo” puede ser
igualmente referide como “haloalquile C1-Cyp”.

En el ambitc de la presente invencicn, grupo “alquilamino” se refiere a un radical ~NHR® en donde R° es un
radical que contiene entre 1 y 10 atomos de carbono que se selecciona del grupo que consiste en: alquilo;
heteroalquilo substituido o no substituido; haloalquilo; cicloalquilo, substituido ¢ no substituido, gque tiene desde 3
hasta 10 atomos; cicloalquilalquilo en el que el resto de cicloalquilo tiene entre 3 y 6 atomos de carbeno; arilo,
substituido o no substituide, como benceno, naftaleno o antraceno; aralquilo; aralguenilo, como p. gj. vinilfenilo,
2-propenilfenilo, vinilnaftio o (2-propeniljantranile; heteroarile como p. ej. furano, ticfeno, pirrol o piridino;
heteroaralquilc como tienilalquilo, tenilalquilo, furilalquilo, furfurilalquilo, pirrolilalquilo, pirrolilmetilalquilo o
piridinalquilo; heteroaralguenilo como tienilvinilo, tenilvinilo, furilvinilo, furfurilvinilo, pirrclitvinilo, pirrolilmetitvinilo,
tienil-(2-propenile), tenil-(2-propenilo), furil-(2-propenilo), furfuril-(2-propenile), pirrolil-(2-propenilo), pirroliimetil-(2-
propenilo), piridinvinilo o piridin-(2-propenilo); heterociclilo que consiste en un ciclo de 3 a 6 unidades, siendo una
o dos de ellas heteroatomos del tipo O y/o N; y heterociclilalquilo que consiste en un ciclo de 3 a 7 unidades con
un sustituyente alquilo (entre 1 y 6 dtomos de carbeone), siendo una o dos de ellas heteroatomos del tipe O y/o N,
segln se definen en esta memoria, p. ej., metilamino, etilamino, fenilamino, bencilamino o similares. A lo largo de
la presente descripcion el término “alquilamine” puede ser igualmente referido como “alquilamino C+-C+;".

En el ambito de |la presente invencién, el términc “grupe alcexilo” se refiere a un radical -OR® en donde R® es un
radical que contiene entre 1 y 10 atomos de carbono que se selecciona del grupo que consiste en: alquilo, arilo,
aralquilo y heteroaralquilo, como se definen en esta memoria, p. ej., metoxilo, fenoxilo, piridin-2-ilmetiloxilo,
benciloxilo, o similares. A lo largo de la presente descripcion el términc “grupe alcoxilo® puede ser igualmente
referido como “grupo alcoxilo C+-C1o".

En el ambito de la presente invencion, el término “arilalquilo” o “aralquilc” se refiere a un radical R'R® que
contiene desde 1 a 10 atomos de carbeno (pudlendo ser igualmente referido &N la presente descripcién como
“arilalquilo C4-C+o” o “aralquilo C+-C1p"), en donde R es un grupo alquilo y R® es un grupc arilo, como se han
definido en esta descripcion. Dicho en otras palabras, aralquno se refiere a un radical que comprende entre 1y
10 atomos de carbone que consiste en un radical alquilo R’ sustituido por un grupo arilo R®. Sin que sirva de
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limitacion, ejemplos de radicales aralquilo son entre otros bencilo, feniletilo (o fenetilo), fenilpropilo, 3-fenil-2-
propanilo o similares.

En el ambitc de la presente invencion, el término “alquilarilo” significa un radical —R*R" gue contiene desde 1 a
10 atomos de carbono (pudiendo ser igualmente referido en la presente descripcion como “alquilarilo C1-C1o”), en
donde R? es un grupo arilo y R™ es un grupo alguilo, segun se han definido en esta memoria. Sin que sirva de
limitacion, ejemplos de radicales alquilarilo son entre ctros los radicales metilfenilo (p. ej. 2-metilfenilo, 3-
metilfenilo o 4-metilfenilo), etilfenilo (p. ej. 2-etilfenilo, 3-etilfenilo o 4-etilfenilo) o similares. En consecuencia, la
diferencia entre los grupos aralquilo y alquilarilo se refiere a la localizacion del caracter radical; por ejemplo en el
caso de un grupo aralalquilo el radical esta ubicado en la cadena alquilica unido al resto aromatico, como por
ejemplo un radical bencilo o feniletilo, mientras que en el caso de un grupo alquilarilo, el caracter de radical esta
ubicado en el reste arile, como per ejemplo, los radicales metilfenilo o etilfenile.

En el ambitc de la presente invencion, el término “heteroalquilo® se refiere a heteroalquilo substituide ¢ no
substituido y arilo substituido o no substituido como por ejemplo son tienilmetil, tenilmetilo, furilmetilo,
furfurilmetilo, pirrolilmetilo, pirrcliimetilmetilo, piridinmetilo o similares.

En el ambito de la presente invencion, el término “cicloalquilo” se refiere a un radical de cicloalcano que contiene
entre 3 y 6 atomos de carbone, como per ejemplo ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentile, ciclohexilo o similares.

En el ambito de la presente invencion, el término “ciclealquilalquile” se refiere a grupos alquilo substituidos con
grupos cicloalquilo, o a grupos cicloalquilo subsituidos con grupos alquilo, de tal manera que el resto de
cicloalguilc tiene entre 3 y 6 atomoes de carbono y el resto alquilo puede contener entre 1 y 5 dtomos de carbono,
como por ejemplo, metilciclopropilo, metilciclobutilo, metilciclopentilo, etilciclopropilo,  etilciclobutilo,
propilciclopentilo, propilciclopropilo, propilciclobutilo, propilciclopentilo o similares.

En el ambito de la presente invencion, el término “arilo” se refiere a substituyentes como fenilo, naftilo, antranilo o
similares.

En el ambitc de la presente invencion, el término “aralquenilo” se refiere a grupos como por ejemplo son entre
otros vinilfenilo, 2-propenilfenilo, vinilnaftilo, (2-propenilyantranilo o similares.

En el ambito de la presente invencion, el termino “heteroarilo” se refiere a un radical de un heterociclo como los
radicales del furano, tiofeno, pirrel, piridino o similares.

En el ambitc de la presente invencion, el términc “hetercaralquilo” se refiere a, pero no esta limitado a
tienilalquilo,  tenilalquilo,  furilalquilo,  furfurilalquilo,  pirrolilalquilo,  pirrolilmetilalquilo,  piridinalquilo o
heteroaralquenilo como por ejemplo tienilvinilo, tenilvinilo, furilvinilo, furfurilvinilo, pirrolilvinilo, pirroliimetilvinilo,
tienil-(2-propenile), tenil-(2-propenilo), furil-(2-propenilo), furfuril-(2-propenile), pirrolil-(2-propenilo), pirrolilmetil-(2-
propenilo), piridinvinilo o piridin-(2-propenilo).

En el ambito de la presente invencion, el término “hetercaralguenilo” se refiere a, pero no esta limitado a
tienilvinilo, tenilvinilo, furilvinilo, furfurilvinilo, pirrolilvinilo, pirrclilmetilvinilo y tienil-(2-propenile), tenil-(2-propenilo),
furil-(2-propenilo), furfuril-(2-propenilo), pirrolil-(2-propenilo), pirrolilmetil-(2-propenilo), piridinvinilo, piridin-(2-
propenilo) o similares.

En el ambito de la presente invencion, el término “heterociclilo” se refiere a un radical de un heterociclo de 3 a 6
unidades, siendo una o dos de ellas hetercatomos del tipo O y/o N, como por ejemple, pero gque no esta limitado
a radicales de oxirano, tirano, aziridina, oxetano, tietano, azetidina, tetrahidrofurano, tetrahidrotiofurano o
pirrolidina.

En el ambito de la presente invencion, el termino “hetercciclilalguilo” se refiere a un radical de un heterociclo de 3
a 6 unidades con un sustituyente alquilo (entre 1 y 6 atomos de carbono), siendo una o dos de ellas
heteroatomos del tipo O y/o N, como por ejemplo, perc que no esta limitado a metiloxirano, metiltiirano,
metilaziridina, metiloxetano, metiltietano, metilazetidina, metiltetrahidrofurano, metiltetrahidrotiofurano o
metilpirrolidina.

Por tanto, este aspecto de la invencion se refiere a cualquier compuesto de formula | o cualquiera de sus bases
conjugadas como se define anteriormente, excepto cuando consiste en un compuesto de férmula I-a donde R’ %
R? son H y X es NH, en cuyo caso A y B no pueden ser al mismo tiempe un grupo de férmula Il o un grupo de
formula IV, ni tampoco A ser un grupo de formula lll y B un grupo de férmula IV, ni tampoco A ser un grupo de
formula IV y B un grupo de formula lll. Es decir, las cuatro posibles combinaciones de A y B con los grupos de
formula lll y de formula V.
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El termino "longitud de la cadena”, que se usara a lo large de esta invencion y de las reivindicaciones, significa el
menecr nimero de atomos entre un extremo y el otro del grupo espaciador. Este grupc espaciador puede
contener anillos, como por ejemplo, cicloalguilos y aromaticos, incluyendo heterociclos sustituidos o no
sustituidos, tales como un hidrocarburo aromatico moncciclico o biciclico monovalente, de 6 a 10 atomos
anulares, el cual esta substituido independientemente entre si, con unc o mas substituyentes, de preferencia
uneo, dos o tres substituyentes seleccionados entre alquilo, haloalquilo, heteroalguilo, halo, nitro, ciano,
metilendioxilo, etilendioxilo, cicloalquilo, fenilo opcionalmente substituido, heteroarilo, haloalcoxilo, fenoxilo
opcicnalmente substituido, heteroariloxile, -COR" (en donde R" es alquile o fenilo ocpcionalmente substituido), -
(CR"™R™),,-COOR™ (en donde nf es un numero entero de 0 a 5, R'> y R™ son independientemente entre si
hidrégeno o alquilo, y R es hidrogene, alquile, cicloalquile o cicloalguilalguilo) 6 -(CRW5R16),7Q-CONRWR18 gen
donde n2 es un namero entero de 0 a 5, R"” y R' son independientemente entre si, hidrogeno o alquilo, y R ! %
R'® son independientemente entre si hidrogeno, alquilo, cicloalquilo o cicloalguilalquilo, 8 R' y R juntamente
con el atomo de nitrogeno al cual estan unidos, forman un anillo heterociclico). Mas especificamente el término
arilo incluye, pero no esta limitado a fenilo, 1-naftilo, y 2-naftilo y los derivados de los mismos. El grupo
espaciador puede contener uno 0 mas atomos de O o de S como parte de las cadenas. Los tipos posibles de
uniones con estos atomoes pueden ser, por ejemplo, enlaces éter (-O-), enlaces azufrados (-S-) y (-S-S-). Para
evitar inestabilidades, estas uniones no deberan estar localizadas de manera contigua al grupo X, si éste es NH,
OoS.

La longitud de la cadena de los grupos espaciadcres varia preferentemente entre 2 y 10, siende la longitud
preferida entre 4 y 7. En ejemplos preferidos de realizacion, la longitud de la cadena del espaciador esta
comprendida entre 5 y 6 atomos de carbono.

Los sustituyentes de los grupos de la invencion, tales como los grupos alquilo, alguilamino, alcoxilo, arilo,
arilalquil y alguilarile mencicnades previamente pueden ser sustituidos opcionalmente por otros sustituyentes,
como por ejemplo los que se han definido anteriormente, que no eliminen el efecto deseado del compuesto.

Grupos espaciadores A y B adecuados segun la presente invencion son entre otros:

- una cadena tipo alcancdiilo Cs-C1p, donde dicha cadena de tipo alcano Cs-Cqp significa una cadena de
hidrecarburo lineal de tres a diez atomos de carbono o una cadena de hidrocarburc ramificada de tres a
diez atomos de carbono que puede tener al menos un hetercatomo como O y/o S, preferentemente una
cadena -(CH)p-Z-(CH:)p~, donde Z se selecciona entre CHz, un atomo de oxigeno o un atomo de S; y p es
un valor comprendido entre 1 y 5, como por ejemple son los espaciadores -(CH;)2-O-(CHz)2- v -(CHz)s,
donde p es 2 y Z es un atomo de oxigeno ¢ un grupe CHo, respectivamente;

- una cadena tipo alquenodiilo C3-Ciz con unc o dos dobles enlaces C=C, donde dicha cadena de tipo
algqueno Cs-Cyg significa una cadena de hidrocarbure lineal de tres a diez atomos de carbono o una cadena
de hidrocarburo ramificada de tres a diez atomos de carbono, que contienen por lo menos un doble enlace,
p. ej. 1-propeno-1,3-diilo, 1-buteno-1,4-diilo, 2-buteno-1,4-diilo, 1,3-butadienc-1,4-diilo, y similares;

- una cadena tipo alquinediilo C>-C+p con unoc o dos triples enlaces C=C, donde dicha cadena de tipo alquino
C5-Cyp significa una cadena de hidrocarburo lineal de dos a diez atomos de carbono ¢ una cadena de
hidrocarburo ramificada de dos a diez atomos de carbono, que contienen por Io menos un enlace triple, p.
gj., 1-propino-1,3-diilo, 1-butino-1,4-diilo, 2-butino-1,4-diilo, 2,4-hexadiino-1,6-diilo, y similares;

- un espaciador aromatico Cs-C+2 seleccionado entre un grupo de formula Ili;

—HZC—Q—CH2—

Formula Il

—HZC~©—CH2—

Formula IV

un grupo de formula IV,

un grupo de formula V,



10

15

20

25

30

35

ES 2458 933 Bl

R4
f N
—H,C—~ _#—CHo—

Formula V
donde R" se selecciona entre OH u OMe;

un grupo de formula VI,

7N

\

—HC CHy —
Formula Vi

un grupo de formula VI,

e N TN e

_\D/ _
Formula Vil

dende D se une a los anillos a través de las posiciones meta o para, y se selecciona entre (CH3),, CH=CH,
C=C y un anillo heterociclico, siendo niguala 0,1 6 2;

un grupo de formula VIII.

Formula VIl

En base a los espaciadores antericres, y como se menciono previamente, cuando el compuesto de formula
general | es un compuesto de férmula I-a en donde R’ y R? son H, X' y X? son NH y A es un espaciador de
formula I o un espaciador de férmula IV, entonces B es una cadena tipo alcancdiilo -(CHz)-Z-(CH2)-, 0 una
cadena tipo alguencdiilo Cs-C1g, 0 una cadena tipo alquinodiilo Cz-C+g, 0 el espaciador aromatico de formula V, o
un espaciador arcmatico de férmula VI, o un espaciadeor aromatico de formula VIl ¢ el espaciador aromatico de
férmula VIl como se definieron anteriormente.

El término “base conjugada de acido organicc o inorganico farmacéuticamente aceptable”, que se usara a lo
large de esta invencion y de las reivindicaciones, se refiere a una base conjugada de un acido con propiedades,
tales como por ejemplo la toxicidad, adecuadas para ser administrada a un ser humanc ¢ animal. Estos
compuestos son ampliamente conocidos por el experto en el sector farmacéutico y se encuentran descritos en
manuales del sector. Preferiblemente, dicha base conjugada de la presente invencicn se refiere a los anicnes
derivados de la disociacion de acidos organicos, pero sin limitacion, tales como los acidos maleico, fumarico,
benzoico, ascorbico, embodnico, succinico, oxalico, bismetilen-salicilico, metanosulfénico, etanodisulfénico,
acético, propicnico, tartarico, salicilico, citrico, glucénico, lactico, malico, mandélico, cinamico, citraconico,
aspartico, estearico, palmitico, itaconico, glicolico, p-amincbenzoico, glutamico, bencenosulfénico, o-
cetoglutarico, a-glicerofosforico, triflucrocacético, glucosa-1-fosforico y teofilinacético, asi como las 8-
halotecfilinas, como por ejemplo: 8-bromoteofilina, o bien a los aniones derivados de la disociacion de acidos
inorganicos, pero sin limitacion, tales como los acidos clorhidrico, bromhidrico, sulfurico, sulfamico, fosforico,
fosforoso, hipofosforose, bérico, metabdrico, tetraborico y nitrico. Mas preferiblemente, dicha base conjugada se
refiere a un anion derivado de la disociacion de un acido inorganico, y aun mas preferiblemente al anion bromuro.
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En una realizacion preferida, el compuesto de formula | consiste en un compuesto de férmula l-a,

G @
@ Q—R2
Formula l-a

o cualquiera de sus bases conjugadas, donde los grupos Q, R, R X', X%, A y B, se seleccionan
independientemente tal como se definieron anteriormente.

En otra realizacion preferida del compuesto de formula | o de cualquiera de sus bases conjugadas, tanto en sus
variantes de formula I-a y/o de férmula I-b, X' yX son NH.

En otra realizacion preferida del compuesto de formula | o de cualguiera de sus bases conjugadas, tantc en sus
variantes de formula l-a y/o de formula I-b, R’ % R? son H. En una realizacion mas preferida de la anterior,
ademas, X' yX son NH.

En otra realizacion preferida del compuesto de formula | o de cualquiera de sus bases conjugadas, tanto en sus
variantes de férmula l-a y/fo de formula I-b, los espaciadores A y B se selecciocnan independientemente entre al
menos uno del siguiente grupo: una cadena tipo alcanodiilo -(CH5),-Z-(CHz),-, donde Z es CH» o un atomo de
oxigeno, y p es un valor comprendide entre 1 y 3; y un espaciador aromatlco seleccionado entre un grupo de
formula lll, o un grupo de formula IV, o un grupo de formula V donde R* se selecciona entre OH u OMe;

—HZC—O—CHZ— —H, C~©—CH —

Formula Il Formula IV

R4
Jl) )
—H,C—X __~#—CHo—

Formula V

de manera que si el compuesto de formula general | corresponde a un compueste de formula I-a donde R’ y R?
son H, X' ¥ X% son NH, cuando A es un espaciador de formula Il o un espaciador de férmula IV, entonces B es la
cadena tlpo alcanodulo anterlor o el espaciador aromatico de formula V. En realizaciones preferidas de la
anterior, X’ yX son NH y/fo R’ % R% son H.

En otra realizacion preferida, el compuesto de formula general | (preferentemente el compuesto de formula I-a) o
cualquiera de sus bases conjugadas, consiste en unc del grupo compuesto por:

a) Dibromuro de 2,6-diaza-1,7(4,1)-dipiridina-4(1,3)-bencenaciclododecafan-11,71-bi5(ilio) [Compueste 1,
codigo VGP-222];

b) Dibromuro de 10-oxa-2,6-diaza-1,7(4,1)-dipiridina-4(1,3)-bencenaciclododecafan-11,71-bis(ilio)
[Compueste 2, codigo VGP-234];

c) Dibromurc de 2,6-diaza-1,7(4,1)-dipiridina-4(1,4)-bencenaciclododecafan-11,71-bi5(ilio) [Compuestc 3,
codigo VGP-310];

d) Dibromuro de 10-oxa-2,6-diaza-1,7(4,1)-dipiridina-4(1,4)-bencenaciclododecafan-11,71-bis(ilio)
[Compuesto 4, codige VGP-312];
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e) Dibromuro de 2,8-diaza-1,9(4,1 )-dipiridinaciclotetradecafan-11,91-bis(ilio) [Compuesto 5, codigo VGP-318];

f) Dibromuro de 9-oxa-6,12-diaza-1,5(1,4)-dipiridina-3(1 ,3)-bencenaciclododecafan-11,51-bis(ilio)
[Compueste 6, codigo VGP-328];

g) Dibromurc de 5-oxa-2,8-diaza-1,9(4,1)-dipiridinaciclotetradecafan-11,91-bis(ilio) [Compuesto 7, codigo
VGP-334];

h) Dibromuro de 5,12-dioxa-2,8-diaza-1,9(4,1 )-dipiridinaciclotetradecafan-11,91-bis(ilio) [Compuesto 8, codigo
VGP-340];

i) Dibromurc de 12-oxa-2,8-diaza-1,9(4,1)-dipiridinaciclotetradecafan-11,91-bis(ilio) [Compuesto 9, codigo
VGP-352].

A lo largo de la presente descripcion, cualquiera de los compuestos de formula | (que incluye tanto a los
derivados de formula l-a como I-b) o de sus bases conjugadas pueden ser igualmente referidos como
“compuesto de la invencién” o “compuesto de la presente invencion”.

Un segunde aspectc de la presente invencién proporciona un método para producir un compuesto de férmula

general | como cualquiera de los definidos anteriormente, que comprende una etapa de ciclacion intermolecular
de un compuesto de formula VIII.

X1_____——A——______Y1

Formula Vil
con un derivade de formula IX,
Z-B-Y?
Formula IX
donde:

1 1 . . . .
- R, X, AyB se seleccicnan segln se definen anteriormente en el compuesto de férmula |,

- Z es un buen grupc saliente de una reaccion de desplazamiento nuclecofilico, conocido por cualquier
experto, como son por ejemplo un halogeno seleccionado entre ClI, Br, | ¢ el resto sulfonato,

- unec de los grupos Y'oY?esun grupo de formula X (preferentemente el grupo Y1),

2
=
[ 3=
v
N)
Formula X

y el otro de los grupos )’1 oY? (preferentemente el grupo Y2) se 2s.eleccicma entre Cl, Br, | ¢ sulfonato, de tal
manera que cuando Y es el grupo de formula X, entonces Y* se selecciona entre Cl, Br, | o sulfonato
obteniéndose asi un compuesto que consiste en la formula I-a o cualquiera de sus bases conjugadas;
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><1*——““_A——“*“X2 2@
Formula l-a

y cuando Y2 es el grupo de formula X, entonces Y' se selecciona entre CI, Br, | o sulfonato, obteniéndose
asi un compuesto que consiste en la formula I-b o cualquiera de sus bases conjugadas.

/A\N

e

N\‘-B

Formula I-b

Las condicicnes de reaccion para la obtencién de los compuestos de formula I-a y I-b son las condicicnes
habituales en reacciones de desplazamiento nucledfilo y conocidas por cualquier experto medic en la materia. A
modo de ejemplo, los compuestos de formula I-a se obtuvieron por reaccicn del derivado de piridina sustituida en
4 (VIll) con la correspondiente molécula IX en acido acético glacial a reflujo. Tras enfriamiento, la solucicn se
trata con una solucion basica (p. ej. hidroxido sodico) y la suspension resultante se concentra y purifica
posteriormente por cromatografia flash. El métedo para la obtencién de los compuestos de formula I-b consiste
en hacer reaccionar el derivado heterociclico correspondiente de formula VIl y el derivado de formula Xl en
cantidades molares 2:1 en un disolvente organico polar aprotico, como el acetonitrilo, a reflujo o a temperatura
ambiente.

Seguln este método, se obtienen los compuestes de formula I-a o |- b en forma de sales donde Q es un anion
cloruro, bromuro, yoduro o sulfonato, segln si el grupo £ y el grupo Y' 6 Y han sido seleccionados entre cloro,
bremo, yodo o sulfonato, respectivamente. No cbstante, la obtencion de compuestos de formula I-a ¢ I-b en
forma de sales con anicnes Q distintos de cloro, bromo, yodo o sulfonato, resulta trivial para cualquier experto
medic mediante las habituales tecnicas de intercambio de la parte aniénica conocidas y descritas en el estado de
la técnica. A modo de ejemplo, a partir de la sal de cloruro, bromure, yeduro o sulfonate, el métedo anterior
comprenderia ademas la disolucion en agua de dicha bis sal inicialmente formada, a la que se le afiade un
exceso de otro acido organico o inorganico, hasta que precipite la nueva sal que se filtra al vacio, dando lugar al
intercambio de la parte anionica.

En una realizacion preferida del métcde descritc en este aspecto de la invencion, cuandc se cbtiene un
compuesto de formula l-a, es decir, cuando Y es el grupo de formula X definido anteriormente e Y2 es un
haldgeno seleccionade entre Cl, Br, | o sulfonato, comprende ademas la preparacion del compueste de férmula
VI previamente a la etapa de ciclacion intermolecular, mediante reaccion de un compuesto de formula Xl donde
A es un grupo espaciador como se definio previamente,

HoN — A— NH»

Formula Xl

con un compuesto de formula Xl y con un compuesto de formula X,

y3 v4
S i
= =
N N
Formula XII Formula Xl

10
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donde:

- R % R? se seleccionan independientemente segln se han definido con anterioridad en la presente
descripcion,

3 . . ,
- Y*e Y se seleccionan independientemente entre Cl, Br, | o sulfonato.

De este modo se obtiene el compuesto de formula VIl que consiste en la formula Vlli-a,

Foérmula Vlll-a
en donde A, R', R? X' y XZ se definen como anteriormente.

En una realizacion preferida del metodo para producir un compuesto de formula general |, ¥' es un atomo de Cl,
Br, | o sulfonato e Y? es el grupeo de férmula X, cbteniéndose asi un compuesto de férmula I-b, de manera que
dicha reaccion de ciclacion intermolecular consiste en la reaccion del derivado de férmula VIl con el derivado de
férmula 1X-b,

3 3
R R
L2 L2
N N
Formula Vil Formula IX-b

donde A, B, R, R?, X’ % X* se definen como anteriormente e Y’ y Z se selecciocnan independientemente entre Cl,
Br, | y sulfonato, para obtener dicho compuesto de formula I-b o cualguiera de sus bases conjugadas. Mediante
esta variante, los compuestos VIl y IX-b pueden ser identiccs cuando simultaneamente A es igual a B, R' es
iguala R% X' es igual a XeY'es igual a Z.

A lo largo de la presente descripcion, cualquiera de los métodos de obtencion de los compuestos de formula |
(que incluye tanto a los derivados de férmula I-a como I-b) puede ser igualmente referido como “método de la
invencion” o “método de la presente invencion”.

Los compuestos de formula | (preferentemente de formula 1-a y/o I-b, y mas preferentemente de formula I-a) son
Utiles para el tratamiento de las protozoasis como la leishmaniasis, y otras enfermedades protozoarias tambien
preducidas por tripanosomatidos tales como la denominada enfermedad del suefio (tripanosomiasis africana) c la
enfermedad de Chagas (tripanosomiasis americana). Por tanto, otro aspectc de la invencion consiste en
proporcionar formulaciones o composiciones farmacéuticas que comprenden al menos un compuesto de formula
| (es decir, al mencs un compuesto de formula I-a y/o I-b) para el tratamiento de las enfermedades protozearias
causadas por tripanosomatidos, preferentemente leishmaniasis, enfermedad del suefio y/o enfermedad de
Chagas.

La invencion proporciona, en su tercer aspecte, una compesicion farmacéutica que comprende un compuesto de
la presente invencién donde @ es una base conjugada de acide organico o inorganico farmacéuticamente
aceptable. Dicha composicion puede ser igualmente referida en la presente descripcion como “composicion
farmacéutica de la invencion” o “composicién de la invencién”, y puede comprender simultaneamente mas de un
compuesto de formula I-a y/o de formula I-b, resultando preferidas aguellas composiciones que comprenden al
menos un compuesto de formula I-a.

De acuerdo con la presente invencién, las composiciones farmacéuticas de la invencicn se pueden administrar a
humanos ¢ se pueden usar en medicina veterinaria, particularmente con otros mamiferos. La administracion se
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llevara a cabo con una "cantidad terapéuticamente eficaz", siendo suficiente para que demuestre un beneficio
para el paciente. Tal beneficio puede ser la mejora de al menos un sintoma. La cantidad administrada, y la
velocidad y administracion en el tiempo, dependera de la naturaleza y de aquello que se esté tratando. La
prescripcion del tratamiento, es decir, las decisiones sobre las dosis, etc., recaera bajo la responsabilidad del
médico general o del especialista.

En el ambitc de la presente invencion, el términc "cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a la cantidad del
compuesto activo que provoca la respuesta biolégica en el parasito suficiente para alcanzar el efecto tripanccida
(p. ej. leishmanicida) caracterizado por la inhibicion inicial del crecimiento y la posterior lisis de los parasitos.

Las composiciones farmacéuticas, de acuerdo con la presente invencion, pueden comprender, ademas del
ingrediente activo, un excipiente farmacéuticamente aceptable (agua, alcohol, glicerina, propilénglicol,
acetona...), un transportador (tales como liposomas, polimeros de alcohol wvinilico y derivados, como
pelivinilpirrolidona o vinilpirrelidona, pelipéptidos de alanina y tirexina o de lisina, microesferas elaboradas con
polimeros sintéticos del tipo de la poliacrilamida, poliacrildextrano y copolimeros de etilénvinilacetato), sistema
tampén (p. ej. anidn carbonato/anion bicarbonato, amoniaco/cation amonio, acido acético/anion acetato, acido
citrico/anion citrato...), estabilizador (tales como nanoparticulas, nanocapsulas, sistemas micelares,
dendrimeros, fullerenos o nanoestructuras de carbono) u otros materiales conocidos para los expertos en la
materia. Tales materiales deben no ser toxicos y ademas, no interferir con la eficacia del ingrediente activo. La
naturaleza precisa del transportador o de otro material dependera de la via de administracion, que puede ser
oral, o mediante inyeccion, por ejemplo, cutanea, subcutanea o intravenosa.

Las formas farmacéuticas para la administracion oral pueden ser en forma de tabletas, capsulas, polve o liquido.
Una tableta puede contener un transportador sélido tal como gelatina ¢ un adyuvante. Las composiciones
farmacéduticas liquidas generalmente comprenden un transportador liquido tal como agua, aceites animales,
vegetales o sintéticos. Las soluciones salinas fisiologicas pueden contener dextrosa u otra solucion de sacarido o
de glicol tal como etilénglicol, propilénglicel o polietilénglicol.

Para la inyeccién intravenosa, cutanea o subcutanea, o bien inyeccion en el lugar de la dolencia, el principio
activo estara en forma de una solucion acuosa parenteralmente aceptable, que sea apirégena y que tenga un pH
apropiado, estabilidad y tonicidad. Aquellos que sean expertos en la técnica podran preparar scluciones
apropiadas utilizando, por ejemplo, vehiculos isotonicos tal como una inyeccion salina, inyeccion con solucion de
Ringer e inyeccion con solucion de Ringer con lactato. Cuando se requieran, se podran incluir conservantes,
estabilizadores, sistemas tampaén, antioxidantes y/o otros aditivos.

Un cuarto aspectc de la invencion se refiere al uso de un compuestc de la invencion de férmula |
(preferentemente de formula I-a) para la fabricacion de una composicion farmacéutica.

La composicion farmaceutica anterior puede ser util para el tratamiento y/o prevencion de una enfermedad
protozoaria causada por un tripanosomatido, come son entre otras, y sin que sirva de limitacion, una
leishmaniasis o una tripancsomiasis. La presente invencion demuestra la actividad de los compuestos de formula
| (preferentemente de formula 1-a) frente al parasito Leishmania (responsable de la leishmaniasis); sin embargo,
la proximidad de estos parasitos con otros protozoos del Orden Kinefoplastida como Trypanosoma cruzi
(enfermedad de Chagas) y Trypanosoma brucei (enfermedad del suefio), permiten augurar su validez para estas
otras tripanosomiasis.

Un quinto aspecto de la invencion se refiere al uso de al menos un compuesto de la invencién de férmula |
(preferentemente de férmula l-a) para la fabricacién de una composicion farmacéutica para el tratamiento y/o
prevencion de una enfermedad protozoaria causada por un tripanosomatido.

En una realizacion preferida, dicho compuesto de la invencion (preferentemente de formula I-a) se usa para la
fabricacidon de una compesicion farmaceutica para el tratamiento y/o prevencion de una leishmaniasis,
preferentemente una leishmaniasis producida por Leishmania major (L. major) o por Leishmania donovani (L.
donovani).

En otra realizacioén preferida, dicho compuesto de la invencion (preferentemente de formula I-a) se usa para la
fabricacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento y/c prevencion de una tripanosomiasis.

Nc cbstante, debe entenderse de este aspectc de la invencion, que la presente invencion también protege el
meétodo de tratamiento y/o prevencion de una enfermedad protozoaria causada por un tripanosomatido en un
sujeto (preferentemente frente a una leishmaniasis como las producidas por Leishmania major o por Leishmania
donovani), que comprende la administracion a dicho sujeto de una cantidad terapéuticamente efectiva al menos
uno de los compuestos de la invencion de formula I, preferentemente de formula I-a, lo que incluye también la
administracion de dicho compueste en cualquier composicion o forma farmacéutica descrita con antericridad.
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Del mismo modo, en dicho aspecto de la presente invencidon también se contempla la proteccion del compuesto
de la invencion o de la compoesicién farmacéutica que lo comprenda segln se define anteriormente, para uso en
el tratamiento y/o prevencion de una enfermedad protozoaria causada por un tripancsomatido como aqui
descrita.

5 Ejemplos de realizacién de |a invencién

El alcance de la invencion se detallara a continuacion por medio de ejemplos. Se describiran las sintesis de
distintos compuestes de la invencion, identificades como compuestes 1, 2, etc., asi come de los intermedics. El
punto de fusion se referird como pf. MeOH es CH3zOH, EtOAc es acetato de etilo, EtO es dietiléter, DMF es N, N-
dimetilformamida y DMSO es dimetil sulféxide.

10 Las estructuras de los compuestos 1 al 9 de la invencion se pueden representar mediante la formula general:

N_—————’A“‘————NH

Una representacion estructural alternativa es la siguiente:

__———"A“‘————N

slle

15 Los grupos A y B se detallan en la Tabla 1 para cada uno de los compuestos 1 al 9.

gue representa la base conjugada.

HN““”A—————‘NH

N-—________‘/

Tabla 1. Estructura de los ejemplos explicados en esta invencion.

Compuesto N° A B Codigo
1 r\)ﬁ (CHz)s5 VGP-222

2 H/V\”ﬁ (CH2)20(CHz2)2 VGP-234

3 /—% (CH2)s VGP-310

4 /—Q—\ (CH2)20(CH2)2 VGP-312

5 (CHa)s (CHaJs VGP-318

7N

3

4

o
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Compuesto N° A B Codigo
e
6 (CH2)20(CHz)2 Lﬁ VGP328
7 {CH2)20(CH2)2 (CHz)s VGP-334
(CH2)20(CH>)2 (CH2)20(CH>)2 VGP-340
(CH2)s {CH2)>0(CH>)» VGP-352

Los intermedios VII-1 y V-2 tienen la formula estructural:

HN—"""""——NH
é @
o

N7 N

dende A consiste en un grupo definide en la Tabla 2:

Tabla 2. Modificaciones estructurales de los intermedios VII-1 y VIII-2.

Intermedio N°. A Codigo
VilI-1 (CH2)s VGP-314
Vill-2 (CH2)20(CH>)2 VGP-320

5 Los siguientes compuestos conocidos se prepararon como materiales de partida mediante el metodo publicado
en la respectiva referencia suministrada para cada caso.

1) REACTIVOS DE PARTIDA CONOCIDOS
Los compuestes a,0’-dibromo-m-xileno (A), o,a’-dibromo-p-xilenc (B), 1,5-diamincpentanc (C), bis(2-

aminoetil)éter (D), 1,5-dibromopentano (E), bis(2-bromoetil)éter (F) y 4-bromopiridina (G) son comerciales vy
10 suministrados por Sigma-Aldrich Quimica S. A.

B /N
Br Br Br Br
A.- o,a’-Dibromo-m-xileno B.- g,a’-Dibremo-p-xilenc
HsN NH» HsN NH»
C.- 1,5-Diaminopentano D.- Bis(2-aminoetil)éter
15 Br Br Br Br
E.- 1,5-Dibromopentano F.- Bis(2-bromoetil)éter
I|3r
-
.
N

G.- 4-Bromopiridina.
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Los siguientes compuestos conocidos, el dibromidrato de 1,3-bis[(piridin-4-il)Jamincmetillbenceno y el
dibremidrato de 1,4-bis[(piridin-4-il)aminometillbenceno, se prepararon como sustancias de partida de acuerdo
con el metodo indicado en la referencia: Conejo-Garcia, A.; Campos, J. M.; Sanchez-Martin, R.; Gallo, M. A.;
Espinosa. A. J. Med. Chem. 2003, 46, 3754-3757.

( 2HBr
fﬁ fﬁ

Dibromidrato de 1,3-bis[(piridin-4-ilJaminometillbencenc

NH NP oHBr
= | fﬁ

Dibromidrato de 1,4-big[(piridin-4-il)aminometillbencenc
1) PREPARACION DE NUEVAS SUSTANCIAS DE PARTIDA

Los intermedios VII-1 y VIlI-2 que tienen la formula estructural:

HN—"""""—NH

0 G

donde el grupo A se define en la Tabla 2, se prepararon por reaccion de la 4-bromopiridina con la
correspondiente diamina en fenol, a la temperatura de reflujo de la mezcla. Tras enfriamiento, la solucion se
acidifico con HBr en HOAc glacial al 33%. El dibromurc obtenido se obtuve en forma de base usando NaOH 1M.

La obtencion de los compuestos de formulas VIII-1 y VIII-2 se ejemplifica a continuacién:
11.1) Intermedio VIII-1, VGP-314, N.N’-bis-[{4-piridil)pentano]-1,5-diamina:

Una mezcla de pentano-1,5-diamina (0,28 mL, 2,3 mmoles) y 4-bromopiridina (720 mg, 4,6 mmoles) en fenol (3
mL) se calentd bajo atmosfera de argén a 170 °C durante 20 horas. Tras enfriamiento a temperatura ambiente el
crudo de reaccion se disolvio en metanol y se acidifico hasta pH 1-2 con HBr en HOAc glacial al 33%. Se afiadio
Et-O y el sdlido se recogid por filtracidn a vacio. El dibromuro obtenido se pasé a forma de base afiadiendo
NaOH 1M hasta pH basico obteniéndose un sélido marrén microcristalino (0,80 g, 61%); pf 256 °C. 'H NMR (500
MHz, DMSO-ds) 5 13,03 (s, 2H); 8,65 (sa, 2H); 8,20 (d, 2H, J = 7,1 Hz); 8,05 (d, 2H, J = 7,0 Hz); 6,98-6,72 (m
4H); 3,25 (m, 4H); 1,59 (m, 4H); 1,46—1,34 (m, 2H). B NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 158,31; 141,14; 138,78;
110,17; 105,07; 42,45; 27,94; 24,07. HRMS (m/z): Calculado para C:sHziNs (M + H)* 257,1766; encontrado
257,1761. Analisis para CisHzoN4. Caled.: C 70,28; H 7,86; N 21,86; encontrado: C 70,03; H 7,97; N 21,62.

11.2) Intermedio VIII-2, VGP-320, bis-[2-(4-piridil)Jaminoetil]éter:

Una mezcla de bis-2-(aminoetil)éter (0,20 g, 5,1 mmoles) y 4-bromopiridina (0,40 g, 10,2 mmoles) en fenol (4
mL), se calento bajo atmdsfera de argdn a 170 *C durante 20 horas. Tras enfriamiento a temperatura ambiente el
crudo de reaccion se disolvio en metanol y se acidifico hasta pH 1-2 con HBr en HOAc glacial al 33%. Se afiadio
Et-O y el sdlido se recogid por filtracidn a vacio. El dibromuro obtenido se pasé a forma de base afiadiendo
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NaOH 1M hasta pH basico obteniéndose un solido marrén microcristalino (1,30 g, 61%); pf 238 °C. 'H NMR (500
MHz, DMSO-d;) 6 7,99 (d, 4H, J=6,1 Hz); 6,49 (d, 4H, J = 86,3 Hz); 3,56 (t, 4H, J=5,7 Hz); 3,23 (d, 4H, J = 5,6
Hz). BC NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 153,98; 149,82; 107,58; 69,07; 41,98; HRMS (m/z): Calculado para
C1aH1sN4O (M + H)" 259,1559; encontrado 259,1556. Analisis para C14H:sN4Q. Calcd.: C 65,09; H 7,02; N 21,69;
encontrado: C 65,21; H 7,18; N 21,51.

Iil} EJEMPLOS PREPARATIVOS

lll.L1) Compuesto 1, codigo VGP-222, dibromuro de 26-diaza-1,7(4,1)-dipiridina-4(1,3)-
bencenaciclododecafan-11,71-bis(ilio):

Una disolucion de 1,5-dibromopentano (47 ulL, 0,34 mmoles) en acetonitrilo (35 mL) se adiciona gota a gota
sobre una suspension de 1,3-big[(piridin-4-il)aminometillbencenc (100 mg, 0,34 mmoles) en acetonitrilo (50 mL) a
reflujo. La mezcla de reaccion se dejo agitandc a reflujo durante 5 dias. Tras enfriamiento, aparecid un
precipitado que se filtrd a vacio, tras lavado con EtOAc y Et:0. Se obtuvo un solide blanco microcristalino (60,4
mg, 34%); pf 330 °C. "H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 9,35 (t, J = 6,5 Hz, 2H); 8,11 (dd, J = 7,3; 1,4 Hz, 2H); 8,06
(d, J=7,3 Hz, 2H); 7,48-7,30 (m, 3H); 7,22 (s, 1H); 8,96 (dd, J = 7,3; 2,8 Hz, 2H); 6,84 (dd, J = 7,3; 2,7 Hz, 2H);
4,56 (d, J = 6,3 Hz, 4H); 4,23-4,07 (m, 4H); 1;77 (c, J = 11,4 Hz, 4H); 0,68-0,50 (m, 2H). "*C NMR (126 MHz,
DMSO-d;) & 156,49; 143,36; 141,58; 137,71; 129,14; 127,12; 123,48; 110,68; 104,98; 55,99; 44,84; 28,05; 19,99.
HRMS (m/z): Calculado para CzsHzsN4Br (M — Br)™ 439,1497; encontrado 439,1508. Andlisis para CazsHasN4Bra.
Calcd.: C 53,09; H 5,42; N 10,77; encontrado: C 53,21; H 5,31; N 10,83.

11.2) Compuesto 2, VGP-234, dibromuro de 10-oxa-2,6-diaza-1,7(4,1)-dipiridina-4(1,3)-
bencenaciclododecafan-1' ,71-bis(ilio):

Una disclucién de bis(2-bromoetil)eter (43,2 pL, 0,34 mmoles) en acetonitrilo (35 mL) se adiciona gota a gota
sobre una suspension de 1,3-big[(piridin-4-il)aminometillbencenc (100 mg, 0,34 mmoles) en acetonitrilo (50 mL) a
reflujo. La mezcla de reaccion se dejé agitande a reflujo durante 5 dias. Tras enfriamiento, aparecic un
precipitade que se filtrd a vacio, tras lavado con EtOAc y Et>0. Se obtuvo un solido blanco microcristalino (50,2
mg, 28%); pf 320 °C. "H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 9,37 (t, 2H, J = 6,5 Hz); 8,10 (dd, 2H, J = 7,3; 1,6 Hz); 7,99
(d, 2H, J =74 Hz); 7,51 (s, 1H); 7,45-7,37 (m, 1H); 7,36-7,28 (m, 2H); 6,95 (dd, 2H, J = 7,3; 2,8 Hz); 6,72 (dd,
2H, J=7,4; 2,8 Hz); 4,51 (d, 4H, J = 6,5 Hz); 4,34-4,26 (m, 4H); 3,77-3,66 (m, 4H). C NMR (128 MHz, DMSO-
ds) © 166,59; 143,70; 141,87, 137,48; 129,32; 127,29, 126,07; 110,66; 104,95; 68,38, 56,51; 44,91. HRMS (m/z):
Calculado para CaHzsN4OBr (M — Br)+ 441,1290; encontrade 441,1300. Analisis para CaxHzsN4OBr. Caled.: C
50,59; H 5,02; N 10,73; encontrado: C 50,60; H 4,93; N 10,85.

IIL.S)1 Compuesto 3, VGP-310, dibromuro de 2,6-diaza-1,7(4,1)-dipiridina-4(1,4)-bencenaciclododecafan-
1°,7 -bis(ilio):

Una disolucion de 1,5-dibromopentano (51,6 plL, 0,38 mmoles) en acetonitrilo (40 mL) se adiciona gota a gota
sobre una suspension de 1,4-bis[(piridin-4-il)aminometillbencenc (110 mg, 0,80 mmoles) en acetonitrilo (55 mL) a
reflujo. La mezcla de reaccion se dejo agitando a reflujo durante 10 dias. Tras enfriamiento, aparecid un
precipitado que se filtrd a vacio, tras lavade con AcOEt y Et;0. Se obtuve un solide blanco microcristaline (115
mg, 58%); pf > 350 °C. 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8 9,38 (t, 2H, /= 6,3 Hz); 8,07 (d, 2H, /= 7,0 Hz); 7,99 (d,
2H, J=7,1 Hz); 7,37 (s, 4H); 6,94 (d, 2H, J= 4,5 Hz); 6,35 (d, 2H, J= 7,4 Hz); 4,56 (d, 4H, J = 5,9 Hz); 4,12 (s,
4H); 1,68 (m, 4H); 0,68 (m, 2H). C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 156,48; 142,91; 141,50; 136,23; 128,09;
111,48; 105,72; 57,06; 44,89; 29,14; 21,82. HRMS (m/z): Calculado para CasHasNaBr (M — Br)* 439,1497;
encontrado 439,1518. Analisis para CasHzsNaBrs. Caled.: C 53,09; H 5,42; N 10,77; encontrado: C 53,00; H 5,35;
N 10,51.

111.4) Compuesto 4, VGP-312, dibromuro de 10-oxa-2,6-diaza-1,7(4,1)-dipiridina-4(1,4)-
bencenaciclododecafan-1',7'-bis(ilio):

Una disolucion de bis(2-bromoetilleter (47 ulL, 0.38 mmoles) en acetonitrilo (40 mL) se adiciona gota a gota sobre
una suspension de 1,4-bis[(piridin-4-ilJaminometillbencenc (100 mg, 0,34 mmoles) en acetonitrilo (50 mL) a
reflujo. La mezcla de reaccion se dejoé agitandc a reflujo durante 9 dias. Tras enfriamiento, aparecid un
precipitado que se filtrd a vacio, tras lavado con AcOEt y Et>O. Se obtuvo un soélido blanco microcristalino (86
mg, 50%); pf 330 °C. "H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 9,43 (s, 2H); 8,11 (d, 2H, /=7,3 Hz); 7,98 (d, 2H,J= 7,3
Hz); 7,37 (s, 4H); 6,99 (dd, 2H, J=7,3; 2,8 Hz); 8,04 (dd, 2H, J = 7,4; 2,8 Hz); 4,57 (d, J = 5,0 Hz, 4H); 4,29-4,21
(m, 4H); 3,76-3,59 (m, 4H). ¥C NMR (126 MHz, DMSO-d;) & 156,49; 143,69; 141,31; 136,04; 128,12; 111,45;
105,61; 69,44; 57,33; 45,37. HRMS (m/z): Calculado para Ca2H2sN4OBr (M — HBr — Br)* 361,2028; encontrado
361,2021. Analisis para CozHzN4OBrs. Caled.: C 50,59; H 5,02; N 10,73; encentrado: C 50,69; H 5,3; N 10,53.
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lI1.5) Compuesto 5, VGP-318, dibromuro de 2,8-diaza-1,9(4,1)-dipiridinaciclotetradecafan-11,91-bis(ilio):

Una disolucién de 1,5-dibromeopentano (50 plL, 0,37 mmoles) en acetenitrilo (40 mlL) se adiciona gota a gota
sobre una suspension de VGP-314 (25 myg, 0,37 mmoles) en acetonitrilo (50 mL) a reflujo. La mezcla de reaccicn
se dejo agitande a reflujo durante 14 dias. Tras enfriamiente, aparecic un precipitado que se filtré a vacio, tras
lavado con AcOEt y Et20. El sélido se recristalizd en MeOH, obteniéndose un sélido beige microcristalino (60 mg,

33%); pf 305 °C. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8,64 (t, 2H, J = 6,1 Hz); 8,13 (d, 2H, J = 7,2 Hz); 8,00 (d, 2H, J
= 7,3 Hz); 6,80 (ddd, 4H, J = 18,9; 7,3; 2,7 Hz); 4,12 (dd, 4H, J = 15,5; 9,7 Hz); 3,34 (m, 4H); 1,78 (m, 4H); 1,53
(m, 4H); 1,30 (m, 2H); 0,64 (m, 2H). 1?’C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 157,17; 144,03; 141,59; 110,70; 104,83;
56,31; 49,04; 41,84; 28,54; 23,40; 20,56. HRMS (m/z): Calculado para CasHzeNs (M — Br— HBM)® 325,2392;
encontrado 325,2399. Analisis para CopH3gN4Brz. Caled.: C 49,40; H 6,22; N 11,52; encentrado: C 49,61; H 6,20;
N 11,38.

111.6) Compuesto 6, VGP-328, dibromuro de 9-oxa-6,12-diaza-1,5(1,4)-dipiridina-3(1,3)-
bencenaciclododecafan-1",5" -bis{ilio):

Una disolucion de o,o’-dibromo-m-xileno (99 mg, 0,37 mmoles) en acetenitrilo (40 mL) se adiciona gota a gota
sobre una suspension de VGP-320 (25 myg, 0,37 mmoles) en acetonitrilo (50 mL) a reflujo. La mezcla de reaccicn
se dejo agitando a reflujo durante 14 dias. Tras enfriamiento, aparecid un precipitado que se filtré a vacio, tras
lavado con AcOEt y Et;O. El solido se recristalizd en MeOH para dar un solido beige microcristalino (134 mg,
69%); pf 326 °C. "H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8,79 (t, 2H, J = 5,8 Hz); 8,22 (dd, 2H, J=7,3; 1,2 Hz); 8,01 (dd,
2H, J=7.,2; 1,6 Hz); 7,57-7,40 (m, 3H); 6,96-6,82 (m, 4H); 6,20 (s, 1H); 5,40 (s, 4H); 3,65-3,56 (m, 4H); 3,55—
3,47 (m, 4H). 130 NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 157,01; 143,77; 141,78; 137,17; 129,33; 127,47; 122,18; 110,435;
105,14; 67,99; 58,83; 42,29. HRMS (m/z): Calculade para CaHzsN4O (M — Br — HBr)* 361,2028; encontrade
361,2022. Analisis para CozHzsN4OBr,. Caled.: C 50,59; H 5,02; N 10,73; encentrade: C 50,24; H 4,99; N 10,67.

IIl.L7) Compuesto 7 (VGP-334) Dibromuro de 5-oxa-2,8-diaza-1,9(4,1)-dipiridinaciclotetradecafan-11,91-
bis(ilio):

En un vial de microondas se adicions VGP-320 (35 mg, 0,14 mmoles), 1,5-dibromcpentanc (18,8 pL, 0,14
mmoles) y DMF (5 mL) y se hizo reaccionar en microondas a 160 °C durante 25 minutos. Tras enfriamiento, se
elimind el disolvente al rotavapor y eI solido se recristalizé en MeOH obteniéndcse un solido marrén
microcristalino (14 mg, 21%); pf 314 °C. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 8,66 (s, 2H); 8,14 (d, 2H, J = 7,3 Hz);
8,04 (d, 2H, J = 7,2 Hz); 6,29-6,80 (m, 4H); 4,20-4,07 (m, 4H); 3,58 (t, 4H, J = 4,5 Hz); 3,54-3,45 (m, 4H); 1,78
(m, 4H); 0,72-0,58 (m, 2H). 1?’C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 156,96; 143,33; 141,31; 110,42; 105,00; 68,45;
55,66; 42,32; 27,71; 19,77. HRMS (m/z): Calculado para CisHzzNsO (M — Br— HBN)® 327,2185; encontrado
327,2186. Analisis para C1gHzsN4OBr,. Caled.: C 46,74; H 5,78; N 11,47; encentrade: C 46,73; H 5,63; N 11,58.

111.8) Compuesto 8, VGP-340, dibromuro de 5,12-dioxa-2,8-diaza-1,9(4,1)-dipiridinaciclotetradecafan-11,91-
bis(ilio):

En un vial de microcndas se adiciono VGP-320 (31 mg, 0,12 mmocles), bis(2-bromoetil)eter (15 uL, 0,12 mmoles)
y acetonitrilo (5 mL) y se hizo reaccionar en microondas a 160 °C durante 30 minutos. Tras enfriamiento,
aparecié un precipitado que se filird a vacio, tras lavadc con EtOAc y EtO en forma de solide marron
microcristalino (21 mg, 35%); pf 283 °C. "H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8,04 (d, 2H, J=7.4 Hz); 7,97 (d, 2H, J =
7,3 Hz); 8,90 (d, 2H, J =74 Hz); 6,84 (dd, 2H, J = 7,3; 2,5 Hz); 4,26 (m, 4H); 3,75-3,85 (m, 4H); 3,56 (m, 4H);
3,50 (m, 4H). C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 157,59; 143,93; 142,39; 110,73; 105,45; 68,97; 68,92; 56,83;
42,79. HRMS (m/z): Calculado para CisHzN4OzBr (M — Br)* 409,1239; encontrado 409,1236. Analisis para
C1gH25N40O5Bro. Caled.: C 44,10; H 5,35; N 11,43; encontrado: C 44,00; H 5,50; N 11,24.

111.9) Compuesto 9, VGP-352, dibromuro de 12-oxa-2,8-diaza-1,9(4,1)-dipiridinaciclotetradecafan-11,91-
bis(ilio):

En un vial de microcndas se adiciond VGP-314 (30 mg, 0,12 mmocles), bis(2-bromoetil)eter (15 uL, 0,12 mmoles)
y acetonitrilo (5 mL) y se hizo reaccionar en microondas a 1680 °C durante 30 minutos. Tras enfriamiento,
aparecié un precipitado que se filird a vacio, tras lavadc con EtOAc y EtO en forma de solido marron
microcristalino (19 mg, 33%); pf 267 °C. "H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8,67 (t, 2H, J= 6,2 Hz); 8,06 (d, 2H, J =
7.4 Hz); 8,02 (dd, 2H, J=7,3; 1,8 Hz); 6,85 (dd, 2H, J = 7,3; 2,8 Hz); 6,79 (dd, 2H, J=7.,4; 2,8 Hz); 4,354,21 (m
4H); 3,78-3,68 (m, 4H); 3,33 (m, 4H); 1,54 (m, 4H); 1,37 (m, 2H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 156,76;
143,97; 141,32; 110,13; 104,22; 88,31; 56,25; 41,32; 27,10; 22,75. HRMS (m/z): Calculado para CigHzsN4OBr (M
— Br)+ 407,1448; encontrado 407,1451. Analisis para CigHsN4OBr,. Caled.: C 46,74; H 5,78; N 11,47,
encontrado: C 46,66; H 5,99; N 11,20.
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IV) ENSAYOS BIOLOGIGOS
IV.1) Cultivo de formas promastigotas de Leishmania.

Las formas promastigotas de Leishmania major (MHOM/JL/80/Friedlin) y de Leishmania donovani
(MHOM/IND/80/Dd8) usadas en este estudio se cultivaron en medic modificado RPMI 16840 (Invitrocgen,
Carlsbad, CA) suplementado con un 20% de suero bovino fetal inactivado por calor (iFBS, Invitrogen) a 28 °C.

IV.2) Determinacion de la sensibilidad a los compuestos en formas promastigotas de Leishmania.

Para determinar la sensibilidad a los compuestos se utiliza como dato de referencia la ICso. La ICso (*half maximal
inhibitory concentration”, también referida como Clsp en la presente descripcion), se define como la concentracion
de los compuestos requerida para inhibir el crecimiento de los parasitos en cultivo al 50%, cuando el cultive en
ausencia de los mismos alcanza la fase logaritmica tardia de crecimiento. El valor de I1Csp se calcula utilizando un
método colorimétrico basado en la reduccion de MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazcl-2-y[]-2,5-difeniltetrazolio;
MTT) (Sigma), siguiendo un protocolo previamente descrito por nuestro grupo (Kennedy, M. L.; Cortes-Selva, F.;
Perez-Victoria, J. M.; Jiménez, I. A.; Gonzalez, A. G.;, Mufioz, O. M., Gamarro, F.; Castanys, S.; Raveio, A. G. J.
Med. Chem. 2001, 44, 4668-4676). El método se basa en la capacidad de las enzimas deshidrogenasas de los
parasitos de convertir el sustrato MTT, soluble y amarillo, en el producto formazan, insoluble y de color azul. La
cantidad de producto formado depende del nimero de células y de la viabilidad de las mismas.

Para realizar los ensayos de sensibilidad, se sembraron 3 x10° parasitos/pocillo en un volumen final de 100 ul de
medio de cultivo en placa de microtitulacion de 96 pocillos, y se incubod durante 72 horas a 28 °C en presencia de
distintas concentraciones de los diferentes compuestos, por triplicado. A continuacion, se afiadieron 10 L de
MTT (5mg/mL), y se incubo 4 horas a 28 °C para permitir la formacién de los cristales de formazan. Finalmente,
los cristales se disolvieron afiadiendo 50 pL de SDS 20% e incubando en oscuridad a 37°C durante 4-6 horas. La
reduccion de MTT se determino leyendo la DOs4p en un lector de ELISA.

IV.3) Cultivo de la linea celular mielomonocitica humana THP-1.

La linea monocitica celular humana THP-1 se mantiene en cultivo en medio RPMI-1640 suplementado con 10%
iFBS, 2 mM glutamato, 100 U/mL penicilina y 100 pg/ml estreptomicina, a 37 °C y 5% CO..

IV.4) Determinacion de la sensibilidad de los compuestos en formas amastigotas intracelulares de
Leishmania.

Para inducir la diferenciacion de los monocitos THP-1 en macrofagoes, 5 x 10° celulas/pocillo en placas de 24
pecillos con cristales estériles en el fondo, sen tratadas con 20 ng/mL de forbel 12-miristate 13-acetatc (PMA)
durante 48 horas, seguido de 24 horas en medio fresco (El Fadili, K., Imbeaulf, M.; Messier, N., Roy, G.;
Gourbal, B.; Bergeron, M.; Tremblay, M.J.; Légaré, D.; Quelletfe, M. Moduiation of gene expression in human
macrophages treated with the anti-Leishmania pentavalent antimonial drug sodium stibogluconate. 2008.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 2008, 52, 526-533). Estas células fueron infectadas con formas
promastigotas de Leishmania en fase logaritmica tardia en una relacion 1:10 macréfago/parasito a 35 °C y 5%
CO: durante toda la noche. Los macrofagos infectados se mantuvieron en medio de cultivo a 37 °C y 5% CO»
durante 72 horas en presencia de diferentes concentracicnes de los compuestos. A continuacion, los macrofagos
se fijaron con 2,5% paraformaldehido en PBS durante 30 minutos y se permeabilizaron con 0.1% Triton X-100 en
PBS durante otros 30 minutos. Las formas amastigotas intracelulares se visualizaron tifiendo el nicleo con DAPI
(Invitrogen). La actividad de los compuestos se determind teniendo en cuenta el porcentaje de infeccion y el
nimero de formas amastigotas intracelulares por célula en relacion con las células no tratadas.

IV.5) Determinacion de la toxicidad celular de los compuestos.

La toxicidad celular de los compuestos se determind mediante el método colorimétrico MTT, como hemos
indicado anteriormente. Para Io cual, 3 x10* células THP-1/pocillo, en placas de 96 pocillos, se diferenciaron a
macrofages mediante el tratamiento con 20 ng/mL de PMA durante 48 horas seguido de 24 horas en cultive en
medio fresco. A continuacion, se siguio el mismo procedimiento descrito para la determinacion de la sensibilidad
de los compuestos en formas promastigotas de Leishmania, pero incubando las placas a 37 °C.

IV.6) Resultados obtenidos sobre la sensibilidad de los compuestos en formas promastigotas y
amastigotas intracelulares de Leishmania.

La Tabla 3 resume los resultados obtenidos en los ensayos de sensibilidad a los compuestos en los protozcos
parasitos L. major y L. donovani, empleando como control de sensibilidad los farmacos leishmanicidas
anfotericina B (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) y miltefosina (Zentaris GmbH,Frankfurt am Main, Germany).
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Tabla 3. Sensibilidad de los compuestos derivados ciclofanicos de piridinio en formas promastigotas y
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amastigotas intracelulares de Leishmania

Clsg promastigotes (uM)

Clsy; amastigotes intracelulares (uM)

Toxicidad celular Clsg

(BM)
Producto L. major L. donovani L. major L. donovani
VGP-222 16.84 +1.20 51.87 +1.97 5.94 +0.93 [32.3] 13.53 £ 1.40[14.2) 191.90+8.12
VGP-234 597 +0.35 33.77+468 8.67£1.04[225] 18.92+1.96[10.3] 19517+ 6.41
VGP-312 2648 +2.44 76.87 £ 11.59 17.15£150[12.9] 63.67 +521[3.9 221.80+£8.27
VGP-318 0.07 +0.004 2525+0.83 1.26 + 0.3 [122.3] 7.62 +0.16 [20.2) 154.07 + 5.65
VGP-310 017 £ 0.01 2641+ 1.28 097+ 0.27[170.2] 3833x1.74[4.3 165.06 + 21.29
VGP-334 0.26 £ 0.02 31.47 £ 2.53 259+0.23[62.7] 3319+ 0.57[4.9] 162.44 + 6.07
VGP-340 0.19 + 0.009 23.43+0.57 2.24 +0.35[57.2] 20.72 +1.07 [6.2] 128.22+6.78
VGP-352 0.26 £ 0.007 31.41+3.02 218+ 0.05[98.5] 12951+ 1.86[16.6] 214.65 £ 13.8
VGP328 2.87+0.36 76.27 +4.96 161+ 035[120.8] 21.25+2.03[9.2] 194.41+ 2.95
Anfotericina B 0.32 +0.02 0.21+0.01 0.24 +0.001[58.7] 0.28 +0.13[51.1] 14.32 + 410
Miltefosina 16.65 +1.23 6.60 + 1.57 10.61 £ 0.88 [2.5] 0.88 +0.14 [30.5} 26.86 £3.08

- Los datos son medias de los valores de las Clsg + desviacion estandar de tres experimentos independientes.

- Las sensibilidades de las formas promastigotas de Leishmania frente a los compuestos se determinaron mediante
el analisis MTT, como previamente hemos descrito (Kennedy, M. L. ef al. J. Med. Chem. 2001, 44, 4668-4676).

- Las sensibilidades de las formas amastigotas intracelulares de Leishmania frente a los compuestos se
determinarcn mediante recuento de los amastigotas intracelulares de Leishmania tras 72 horas de cultive de los
macrofagos THP-1 infectados.

- Los valores entre corchetes mostrados a la derecha de los datos de Clsp en las formas amastigotas indican la
relacion entre la Clsp celular y la Clsg para al parasito. Es un valor indicativo de la seguridad de los compuestos.

De los datos de la Tabla 3 se puede deducir que los compuestos de la presente invencién presentan las
siguientes caracteristicas:

a) VGP-222, VGP-234, v VGP-312 son compuestos que presentan una moderada actividad frente a formas
amastigotas intracelulares tanto de L. major como L. donovani, con muy poca toxicidad para células de
mamifercs THP-1 (Clsp entre 192-220 pM).

b) VGP-318: es un compuestc no toxico para células de mamiferos THP-1 (Clsy = 154 pM), que presenta una
buena actividad frente a las formas amastigotas intracelulares de L. major (Clsp= 1,3 M), con un margen de
seguridad (122) superior al obtenido con la anfotericina B (60). Igualmente, este compuesto presenta moderada
actividad frente a las formas amastigotas de L. donovani (Clsy = 7,6 pM)

c) VGP-310, VGP-334, VGP-340 y VGP-352 son compuestos derivados del VGP318, que no son toxicos para
células de mamiferos THP-1 (Clsp = 128-215 uM). Presentan una buena actividad frente a formas amastigotas
intracelulares de L. major, con un margen de seguridad buene, incluso superior al obtenido con la anfotericina B
y miltefosina.

d) VGP328 es un compuesto no toxico para células de mamiferos TPH-1 (Clsp = 124 uM) que presenta una
buena actividad frente a formas amastigotas intracelulares de L. major (Clsp ~ 1,6 pM) con un margen de
seguridad bueno (120), supericr al obtenide con la anfotericina B (60) y miltefosina (2,5).

Las concreciones de la presente invencion se han descrito previamente por medio de ejemplos y debera
entenderse que se podran llevar a cabo otras modificaciones alternativas con respecto a lo que se ha descrito e
ilustrade especificamente, siempre dentrc del ambito de la invencion, como resultard evidente a personas
expertas en la técnica.
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REIVINDICACIONES
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1. Un compuesto de féormula general |,

Formulal

5 o cualquiera de sus bases conjugadas, donde L es un grupo de férmula Il,

o2
| ~
®&J
N
|
Formulall
donde:
- Q es una base conjugada de un acido organico o inorganico, y tiene entre 1 y 3 cargas negativas;
10 - ges el numero de cargas negativas de la base conjugada Q;

- R % R® se seleccionan independientemente de al menos uno de los sustituyentes del grupo compuesto por:
hidrégeno, halégeno, alquilo C4-C+g, haloalquilo C+-Cyg, amino, alquilamino C+-Cyq, hidroxilo y alcoxilo C+-Cip;

- X y x? se seleccionan |ndepend|entemente de al menos uno de los sustituyentes del grupo compuesto por:
NH, NR O, S y CH3, donde R® se selecciona independientemente entre alquile C4-Cyp, arilo C4-Cyyp,
15 alqunarllo C1-Cqp y arilalquilo C1-Cip;

- Ay B se seleccionan independientemente entre al menos un grupo espaciador con longitud de cadena C;-
Cs5, de tal manera que cuando el compueste de formula | consiste en el compuesto de formula I-a,

x1__————"“—-———2

N\““B
Formula 1-a
20 donde R’ y R? son H, yX1 % X son NH, si el espaciador A consiste en un grupo de formula lll o un grupo de
formula IV:
—HZC—Q—CHZ— —H, C~©—CH2—
Formula Formula IV

el espaciador B es distinto de dichos grupos de formula lll y de formula IV.
20
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2. Un compuesto segun la reivindicacion 1 de formula general I-a,

k@ %Jﬂ

N\‘“—B
Formula |-a

o cualgquiera de sus bases conjugadas, donde los grupos Q, Rj, Rz, Xj, X2, A y B, se seleccionan
independientemente tal como se definen en la reivindicacion 1.

3. Un compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 ¢ 2, o cualguiera de sus bases conjugadas,
dende el grupo espaciador C»-Cy5 se selecciona del grupo que consiste en:

- una cadena de tipo alcanodiilo -(CHz)p-Z-(CH>),-, donde Z se selecciona entre CH», un atome de cxigeno o
un atomo de S; y p es un valor comprendido entre 1 y 5;

- una cadena de tipo alquenodiilo C3-C1o con uno o dos dobles enlaces C=C;
- una cadena de tipo alquinediilo C2-C+o con une o dos triples enlaces C=C;

- un espaciador aromatico Cs-Ci» seleccionade entre al menos un grupo de la siguiente lista: un grupo de

formula lll;

Formula Il

—HZC~©—CH2—

Formula IV

un grupo de formula IV;

un grupo de formula V donde R* se selecciona entre OH u OMe;

)
—H 2C \/_CH 22—

Formula V

un grupo de formula Vi;

7N

—H,C \CH2 —

Formula Vi
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un grupo de formula VI, donde D se une a los anillos a través de las posiciones meta o para, y se
selecciona entre (CH3),, CH=CH, C=C y un anillc heterociclico, siendc niguala 0, 1 6 2;

Formula Vil

y un grupo de formula VIlI;

—CHy— 7\ CH,—

Formula VIl

de manera que si el compuesto de formula general | corresponde a un compuesto de formula I-a donde R’ y R?
son H, X' y X2 son NH, cuando A es un espaciador de férmula lll o un espaciador de formula IV, B es la cadena
alquilica, o la cadena alquénica, o la cadena alquinica, o el espaciador aromatico de formula V, o el espaciador
aromatico de formula VI, o el espaciador aromatico de formula VIl o el espaciador aromatico de formula VIl
definidos anteriormente.

4. Un com?uesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o cualquiera de sus bases conjugadas,
donde X’ y X“ son NH.

5 Un comguesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o cualquiera de sus bases conjugadas,
donde R’ y R” son H.

6. Un compuesto seglin una cualguiera de las reivindicaciones 1 a 5, o cualquiera de sus bases conjugadas,
donde A y B, se seleccionan independientemente entre:

- una cadena de tipo alcanodiilo -{CHz)p-Z-(CHz),-, donde Z es CHz o un atomo de oxigeno; y p es un valor
comprendido entre 1 y 3;

- un espaciador aromatico seleccionado entre al menos un grupo de la siguiente lista: un grupo de formula lll,

—H 20—@&42—

Formula Il

—HZC~©—CH2—

Formula IV

un grupo de formula IV;

y un grupo de formula V, donde R* se selecciona entre OH u OMe;

R4
| x
—H,c—L _A—CHo—

Formula V
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de manera gue si el compuesto de férmula general | corresponde a un compuesto de formula la donde R’ % R?
son H, X! y X2 son NH, cuandec A es un espaciador de férmula Il o un espaciador de férmula IV, B es dicha
cadena de alcanodiilo anterior o dicho espaciador aromatico de formula V anterior.

7. Un compuesto seglun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que se selecciona del grupo que
consiste en:

a) Dibromuro de 2,6-diaza-1,7(4,1)-dipiridina-4(1 ,3)-bencenaciclc>dc>decafan-11,71 -bis(ilio);

b) Dibromuro de 10-oxa-2,6-diaza-1,7(4,1)-dipiridina-4(1,3)-bencenaciclododecafan-11,71-bis(ilio);
c) Dibromuro de 2,6-diaza-1,7(4,1)-dipiridina-4(1 ,4)-bencenaciclc>dc>decafan-11,71 -bis(ilio);

d) Dibromuro de 1O-oxa-2,6-diaza-1,7(4,1)-dipiridina-4(1,4)-bencenaciclododecafan-11,71-bi5(ilio);
e) Dibromuro de 2,8-diaza-1,9(4,1 )-dipiridinaciclotetradecafan-11,91-bi5(ilio);

f) Dibromuro de 9-cxa-6,12-diaza-1,5(1,4)-dipiridina-3(1 ,3)-bencenaciclododecafan-11,51-bis(ilio);
g) Dibromuro de 5-0xa-2,8—diaza-1,9(4,1)-dipiridinaciclotetradecafan-11,91-bis(ilio);

h) Dibromurc de 5,12-dioxa-2,8-diaza-1,9(4,1)-dipiridinaciclctetradecafan-1 1,91-bis(ilio);

i) Dibromuro de 12-0xa-2,8—diaza-1,9(4,1)-dipiridinaciclotetradecafan-11,91-bi5(ilio).

8. Un método para producir un compuesto de férmula general | definido en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque comprende una etapa de ciclacion intermolecular de un compuesto
de férmula VIII,

¥ e A— y!

Formula Vil
con un derivade de formula IX,
Z-B-Y?
Formula IX
donde:
- RLX,A y B se seleccionan segun se definen en la reivindicacion 1,

- Z se selecciona entre Cl, Br, | o sulfonato,

- uno de los grupos Y'ov2es un grupo de formula X, donde R? % X2 se seleccionan segun se definenen la
reivindicacion 1,

[ e
—R
-~
N)
Formula X
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y el otro de los grupos ¥" 0 Y? se selecciona entre Cl, Br, | o sulfonato.

9. Un método segun la reivindicacion 8 que, cuando Y es el grupo de formula X, comprende preparar el
compuesto de formula VIl previamente a la etapa de ciclacién, mediante reaccion de un compuestoc de formula
X,

5 HoN — A — NH2
Formula Xl

con un compuesto de formula Xl y con un compuesto de formula X,

y3 y4
$a O
P P
N N
Formula XII Formula Xl

10 donde:
- Aesun grupo espaciador segun se define en la reivindicacion 1,
- R % R? se seleccionan independientemente seglin se definen en la reivindicacion 1,
- Y?e Y*se seleccionan independientemente del grupo compuesto por: Cl, Br, | y sulfonato.

10. Un metodo segun la reivindicacion 8 donde, cuando Y2 es el grupo de formula X de manera que el
15 compuestc de formula 1X consiste en el compueste de formula 1X-b,

X2 /—"’B—‘———— yd

Formula IX-b

dicho compuesto IX-b es igual al compuesto de formula VI,

e _,_,—-/A—‘_———_ y!

20 Formula VIl

de tal manera que A, B, R', R%, X' y X2 se definen como en la reivindicacion 8, y ademas: R" y R? son iguales, X
% X son iguales, A y B son iguales e \4 y Z son iguales.

11. Una composicion farmaceutica que comprende al menos uno de los compuestos definidos en una
cualquiera de las reivindicaciones 1a 7.

25 12. Una composicion farmaceéutica segan la reivindicacion 11 que ademas comprende un componente adicional
seleccionade entre al menos uno del siguiente grupc: un excipiente farmacéuticamente aceptable, un

transportador, un sistema tampon, un estabilizador y cualquier combinacion de los mismos.
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13. Uso de al menocs uno de los compuestos definidos en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para la
fabricacion de una composicion farmacéutica.

14. Uso de al menos uno de los compuestos definidos en una cualquiera de las reivindicacicnes 1 a 7 para la
fabricacién de una composicion farmacéutica para el tratamiento y/o prevencion de una enfermedad protozoaria
causada por un tripanosomatido.

15. Uso de al menos uno de los compuestos segun la reivindicacion 14, donde la enfermedad protozoaria es
una leishmaniasis.

16. Uso de al mencs uno de los compuestos seglin la reivindicacien 15, donde la leishmaniasis es una
leishmaniasis producida por L. major o por L. donovani.

17. Uso de al menos uno de los compuestos segun la reivindicacion 14, donde la enfermedad protozoaria es
una tripanoscmiasis.

18. Un compuesto definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o la compoesicion farmacéutica de
una cualquiera de las reivindicaciones 11 ¢ 12, para uso en el tratamiento y/o prevencion de una enfermedad
protozoaria causada por un tripanosomatido.

19. Un método de tratamiento y/o prevencion de una enfermedad protozoaria causada por un tripanosomatido
en un sujeto, caracterizado perque comprende la administracion a dicho sujeto de una cantidad terapéuticamente
efectiva de al menos unc de los compuestos definidos en una cualquiera de las reivindicaciones 1a 7.
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