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@ Resumen:

Compuestos peptidicos Utiles como agentes antibacteria-
nos.

Los compuestos de formula (1), donde: R, es (C4-Cy;)-al-
quilo ramificado, CH;-(CH,),,-, CH;-O-(CH,CH,0),CH,-,
o fenil-(CH,),-; m = 6-10; x = 1-3; Ry, R3, Ry, R;, y Rg se
seleccionan independientemente de la formula GF-
(CHy),-; con n = 1-4; y GF = -NH, o -NH-C(=NH)-NH,;
R, es -CH(CHs)(OH), -CH(CH;),, -CH,NH, o -CH,OH;
Rs y Rg¢ se seleccionan independientemente entre H,
-(C4-Cy)-alquilo lineal o ramificado, -(CH,)-Rg, -CH,-CH,-
S-CHj; y -CH-(CH;)-OH; Ry es CONH,, -CH(CH;)(OH) o
CONHR;|;; R es fenilo, 3-indolilo, 4-imidazolilo, 4-hidroxi-
fenilo, @ o B-naftilo o 2-, 3- 0 4-piridilo; R;; es una secuen-
cia peptidica especifica;ues CH, 0 S;ves NHo S; wes
CH, o0 CO; con la condiciéon de que cuando Ry es CONH,,
entonces (a) Rs o Rg es -CH(CHj3)(OH), o (b) Rs y Rg son
H; o (c) la configuracion del C unido a Ry es S o (d) la
configuracion del C unido a Rs es R; y con la condicién
de que cuando Ry es -CH(CH3)OH, entonces Ry es GF
(CH,), donde n es 3 y GF es -NH-C(=NH)-NH,, y R; es
GF(CH,), donde n es 2 y GF es NH,, se ha encontrado

que son utiles en el tratamiento de infecciones bacteria-
nas.
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DESCRIPCION

Compuestos peptidicos ttiles como agentes antibacterianos.

La presente invencion estd relacionada con compuestos que son activos contra bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas, su procedimiento de preparacién, composiciones farmacéuticas que los contienen, y su uso en el tratamiento
de infecciones bacterianas.

Estado de la técnica

El hecho de que ciertos microorganismos patdégenos se hayan convertido en resistentes a las terapias antibidticas
es un problema grave en la salud publica. Parte de este problema radica en el hecho de que ciertas bacterias y otros
microorganismos infecciosos son extraordinariamente capaces de desarrollar resistencia a los antibidticos. Otra causa
principal se debe al uso deficiente de los antibidticos en medicina, veterinaria y agricultura.

Existe una preocupacion a nivel mundial por la creciente prevalencia de infecciones causadas por bacterias mul-
tiresistentes, como por ejemplo Staphylococcus aureus resistente a metilicina, los Enterococcus resistentes a van-
comincina y ciertas bacterias Gram-negativas como Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii y Klebsiella
pneumoniae. Dichas infecciones son muy dificiles de controlar y una causa constante de enfermedad y mortandad. Los
antibidticos convencionales actian habitualmente sobre una o mas proteinas o receptores diana y la resistencia gené-
tica aparece a una frecuencia que depende de muchos factores, tales como el nimero de dichas proteinas o receptores
diana.

La continua aparicion de cepas bacterianas resistentes a los antibidticos convencionales estd llevando a enormes
esfuerzos dirigidos al desarrollo de nuevos fairmacos que actiien en la membrana bacteriana, como los péptidos an-
timicrobianos (“anti-microbial peptides”, AMP). Los péptidos antimicrobianos ofrecen una nueva clase de agentes
terapéuticos a los cuales las bacterias no son capaces de desarrollar resistencia genética, puesto que actiian principal-
mente sobre el componente lipidico de las membranas celulares. Entre dichos compuestos, la polimixina B (PxB),
que se halla aprobada para su uso clinico, esta adquiriendo una nueva relevancia terapéutica y estd empezando a ser
considerado como un representante de la clase de antibidticos activos contra bacterias multiresistentes.

Las polimixinas, en particular la polimixina B, constituyen una familia de antibidticos descubierta en 1947 con
una elevada actividad contra bacterias Gram-negativas. La polimixina B es un lipopéptido antibidtico aislado de Ba-
cillus polymyxa. Su estructura basica consiste en un ciclo peptidico policatiénico del cual pende un tripéptido unido
a una cadena de 4dcido graso. La polimixina B ha resurgido en la practica médica durante los dltimos afios y su uso
continuard en aumento debido al escaso desarrollo de nuevos antibidticos por parte de la compaiifas farmacéuticas y
a la creciente prevalencia mundial de infecciones nosocomiales causadas por bacterias Gram-negativas multiresisten-
tes (“multidrug resistant”, MDR). La polimixina B y otros miembros de la familia de las polimixinas son fairmacos
que se utilizan como udltimo remedio para tratar infecciones causadas por bacterias multiresistentes y algunas veces
son el tnico antibidtico activo disponible. Ademds, la resistencia a polimixina es rara y en general, adaptativa y, por
tanto, reversible. La polimixina B es también capaz de inhibir la actividad biolégica del lipopolisacarido (LPS) bac-
teriano por medio de la unién de alta afinidad al lipido A, siendo asi el agente de eleccién para el tratamiento del
shock séptico inducido por LPS. Desgraciadamente, la polimixina B no presenta actividad contra bacterias Gram-
positivas o anaerébicas. Ademads, las polimixinas son de uso limitado debido a que presentan cierta nefrotoxicidad y
neurotoxicidad.

Por todo ello, existe todavia la necesidad de encontrar nuevos agentes antibacterianos activos no sélo contra bac-
terias Gram-negativas sino también contra bacterias Gram-positivas.

Explicacion de la invencion

Los inventores han encontrado algunos compuestos peptidicos con actividad antibidtica que actdan sobre el com-
ponente lipidico de las membranas bacterianas y que son activos tanto contra bacterias Gram-positivas como contra
Gram-negativas. Estos compuestos se basan en la estructura de la polimixina natural. Sin embargo y a diferencia de las
polimixinas, dichos compuestos son activos no s6lo contra bacterias Gram-negativas sino también en Gram-positivas
en el rango micromolar. Esto es ventajoso puesto que pueden actuar en respuesta a infecciones causadas por ambos
tipos de bacteria.
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Asi, un aspecto de la presente invencién estd relacionado con proporcionar compuestos de férmula (I),

R
o B Lo 1Y
0
N B N o
R, Rs V/u O N Ry
w >—< O
P R
Ry

(1)

donde: R, es un radical seleccionado entre el grupo que consiste en: (Cg-C;)-alquilo ramificado, CH;-(CH,),,-,
CH3-O-(CH2CH20)2CH2—, y

(CH,),—

m es un entero entre 6 y 10; x es un entero entre 1 y 3; R;, R;, Ry, R;, y Rg son radicales seleccionados in-
dependientemente que tienen la férmula siguiente: GF-(CH,),-; donde n es un entero entre 1 y 4; y GF es un radi-
cal seleccionado entre el grupo que consiste en -NH, y -NH-C(=NH)-NH,; R, es un radical seleccionado entre el
grupo que consiste en -CH(CH;)(OH), -CH(CHs;),, -CH,NH, y -CH,OH; Rs y R4 son radicales seleccionados in-
dependientemente entre el grupo que consiste en H, -(C,-C,)-alquilo lineal o ramificado, -(CH,)-Ry, -CH,-CH,-S-
CHj; y -CH(CHj;)(OH); Ry se selecciona entre el grupo que consiste en CONH,, -CH(CH;)(OH) y CONHR;; Ry
es un radical seleccionado entre el grupo que consiste en fenilo, 3-indolilo, 4-imidazolilo, 4-hidroxifenilo, @ o -
naftilo y 2-, 3- o 4-piridilo; R;; es una secuencia peptidica seleccionada del grupo que consiste en Ala-Leu-Arg,
Ala-Leu-Arg-Ala-Leu-Arg, Gly-Arg-Val-Glu-Val-Leu-Tyr-Arg-Gly-Ser-Trp, Lys-Val-Leu, Lys-Val-Leu-Lys-Val-Leu,
Leu-Met-Trp-Trp-Met-Leu, Orn-Orn-Orn, Gln-Arg-GLy-Arg-Ala-Glu-Glu-Val-Tyr-Tyr-Ser-Gly-Thr, y Glu-(y-esper-
mida)-Arg-GLy-Arg-Ala-Glu-Glu-Val-Tyr-Tyr-Ser-Gly-Thr; u es CH, 0 S; ves NH o S; w es CH, o CO; con la con-
dicién de que cuando Ry es CONH,, entonces se da una de las siguientes condiciones: (a) Rs o R es -CH(CH;)(OH),
(b) Rs y R¢ son H; (c) la configuracion del C unido a Ry es S (cadena lateral de D-cisteina) o (d) la configuracion del
C unido a Rs es R; y con la condicién de que cuando Ry es -CH(CH;)OH (cadena lateral de treonina), entonces R es
GF(CH,), donde n es 3 y GF es -NH-C(=NH)-NH,, y R; es GF(CH,), donde n es 2 y GF es NH,.

En una realizacion preferida, los compuestos de férmula (I) son aquéllos anteriormente mencionados donde R, es
-CH(CH;)(OH).
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En otra realizacién preferida, los compuestos de férmula (I) son aquéllos donde u es CH,, v es NH, w es CO, Ry
es -CH(CH;)(OH) y la configuracién del C unido a Ry es S. Estos compuestos tienen la férmula (Ia).

o Os NH HN Rs
H H
Ro N\/U\ N\)J\ j/
Rl L N O” NH
: R _CH

R, 3 HN 20 N R,

o& H ©

” Rg

(la)
En una realizacién mds preferida, el compuesto de férmula (Ia) es el nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(4-10)[Dab-Dab-
D-Phe-Leu-Arg-Dab-Thr], (Ia,).

Por el término “ciclo(4-10)” se entiende un macrociclo en el que el carboxilo terminal de la treonina en posicién
10 forma un enlace amida con la cadena lateral del Dab en posicion 4.

La configuracién de los D-aminodcidos se ha indicado con una D. Cuando no se indica la configuracion se entiende
que se trata de un L-aminodacido.

En otra realizacién preferida, los compuestos de férmula (I) son aquéllos donde ues S, ves Sy w es CH,, que
tienen la férmula (Ib).

O : H : H ! O N H
R R S
1 3 s~ o N R,
O
N R
Rg

(Ib)
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En otra realizacién mas preferida, los compuestos de férmula (Ib) son aquéllos compuestos donde Ry es CONHR
y Ry, es una secuencia peptidica seleccionada del grupo que consiste en Ala-Leu-Arg, Ala-Leu-Arg-Ala-Leu-Arg,
Gly-Arg-Val-Glu-Val-Leu-Tyr-Arg-Gly-Ser-Trp, Lys-Val-Leu, Lys-Val-Leu-Lys-Val-Leu, Leu-Met-Trp-Trp-Met-Leu,
Orn-Orn-Orn, Gln-Arg-Gly-Arg-Ala-Glu-Glu-Val-Tyr-Tyr-Ser-Gly-Thr, Glu(y-espermida)-Arg-Gly-Arg-Ala-Glu-
Glu-Val-Tyr-Tyr-Ser-Gly-Thr, y Glu(Arg-Gly-Arg-Ala-Glu-Glu-Val-Tyr-Tyr-Ser-Gly-Thr)-y-espermida.

En otra realizacion todavia mas preferida, los compuestos de férmula (Ib) se seleccionan de la siguiente lista:

nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys]-Ala-Leu-Arg, (Ib,);

nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys]-Ala-Leu-Arg-Ala-Leu-Arg, (Ib,);

nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys]-Gly- Arg- Val-Glu-Val-Leu-Tyr- Arg-Gly-
Ser-Trp], (Ibs);

nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys]-Lys-Val-Leu, (Ib,);
nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys]-Lys-Val-Leu-Lys-Val-Leu, (Ibs);
nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys]-Leu-Met-Trp-Trp-Met-Leu, (Ibg);
nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)]Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys]-Orn-Orn-Orn, (Ib,);

nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Dab-Arg-Cys]-Gln- Arg-Gly- Arg-Ala-Glu-Glu-Val-Tyr-
Tyr-Ser-Gly-Thr, (Ibg); y

nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Dab-Arg-Cys]-Glu-(y-espermida)-Arg-Gly-Arg-Ala-Glu-
Glu-Val-Tyr-Tyr-Ser-Gly-Thr, (Iby).

Por el término “ciclo(S-S)” se entiende un macrociclo formado por un puente disulfuro entre las dos cisteinas.

En otra realizacidn preferida, los compuestos de férmula (Ib), se seleccionan de la siguiente lista:

nonanoil-Arg-Thr-Arg-ciclo(S-S)[Cys-Dab-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys], (Ibj);

nonanoil-Arg-Thr-Arg-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-D-Cys], (Iby,);

nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys], (Iby,): y

nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-D-Cys], (Ib;3).

Resultados especialmente buenos se han encontrado con los péptidos que tienen una D-cisteina en posicién 10. En
otra realizacién mds preferida, los compuestos de féormula (Ib), se seleccionan entre nonanoil-Arg-Thr-Arg-ciclo(S-
S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-D-Cys], (Iby;); y nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-
D-Cys], (Iby;). En otra realizacién todavia mds preferida, el compuesto de férmula (Ib) es nonanoil-Arg-Thr-Dab-ci-
clo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-D-Cys], (Iby3).

En otra realizacién preferida, los compuestos de férmula (Ib) son aquéllos en los que R¢ es -(CH)(CH;)(OH).

En otra realizacién més preferida, los compuestos de férmula (Ib), se seleccionan de la siguiente lista:

nonanoil-Arg-Thr-Arg-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Thr-Arg-Dab-Cys], (Iby,);

nonanoil-Arg-Thr-Arg-ciclo(S-S)[Cys-Dab-Phe-Thr-Arg-Dab-Cys], (Ibs);
nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Thr-Arg-Dab-Cys], (Ibye);
nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-Phe-Thr-Arg-Dab-Cys], (Ib;);
nonanoil-Arg-Thr-Arg-ciclo(S-S)[Cys-Dab-Trp-Thr-Arg-Dab-Cys], (Ibss);
nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-Trp-Thr-Arg-Dab-Cys], (Iby);
nonanoil-Arg-Thr-Arg-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Leu-Thr-Arg-Dab-Cys], (Iby);
nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Leu-Thr-Arg-Dab-Cys], (Ib,,);

5
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decanoil-Arg-Thr-Arg-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Trp-Thr-Dab-Dab-Cys], (Iby,);
decanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Leu-Thr-Arg-Dab-Cys], (Ib,;);
decanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-Trp-Thr-Arg-Dab-Cys], (Ib.,); y

dodecanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-Phe-Thr-Arg-Dab-Cys], (Ib,s).

En otra realizacion preferida, los compuestos de férmula (Ib) son aquéllos en los que Rs o R4 son hidrégeno.
En otra realizacion mas preferida, los compuestos de féormula (Ib) se seleccionan de la siguiente lista:
nonanoil-Arg-Thr-Arg-ciclo(S-S)[Cys-Dab-Gly-Gly-Arg-Dab-Cys], (Iby);
nonanoil-Arg-Thr-Arg-ciclo(S-S)[Cys-Dab-Gly-Leu-Arg-Dab-Cys], (Ib,;);
nonanoil-Arg-Thr-Arg-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Gly-Arg-Dab-Cys], (Ibx);
nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Gly-Arg-Dab-Cys], (Iby); y

nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-Gly-Leu-Arg-Dab-Cys], (Ibs).

En otra realizacion preferida, los compuestos de férmula (Ib) se seleccionan de la siguiente lista:
octanoil-Arg-Thr-Arg-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys], (Ibs,);

(S)-6-metil heptanoil-Arg-Thr-Arg-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys], (Ib;,);
(S)-6-metil octanoil-Arg-Thr-Arg-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys], (Ibs;);
octanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys], (Ibs,);

(S)-6-metil heptanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys], (Ibss); y

(S)-6-metil octanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys], (Ibs).

Los compuestos de férmula (I) mas preferidos son los de la siguiente lista:
nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(4-10)[Dab-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Thr], (Ia,);

nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys]-Gly- Arg- Val-Glu-Val-Leu-Tyr- Arg-Gly-
Ser-Trp, (Ibs);

nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys]-Leu-Met-Trp-Trp-Met-Leu, (Ibg); y
nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-D-Cys], (Iby;).

Los compuestos de la presente invencion pueden prepararse por sintesis en fase sélida Fmoc/tBu. El procedi-
miento de preparacion para cada aminodcido comprende las etapas siguientes: (i) varios lavados de la resina con
N,N-dimetilformamida (DMF); (ii) tratamiento con 20% de piperidina/DMF; (iii) lavado con DMF varias veces;
(iv) acilacién con el aminodcido Fmoc protegido y 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio hexafluorofosfa-
to/diisopropiletilamina (HBTU/DIEA) en DMF; (v) lavado con DMF varias veces y posteriormente en diclorometano
(CH,Cl,) varias veces; y (vi) lavado con DMF varias veces.

Los péptidos obtenidos por los procedimientos anteriores pueden purificarse por HPLC preparativa, mediante lo
cual puede obtenerse una pureza superior al 90%, preferiblemente superior al 95%.

Asi, los compuestos de la presente invencion se preparan facilmente por sintesis quimica segin el procedimiento
mencionado anteriormente mientras que la polimixina comercial se obtiene por fermentacion.

Otro aspecto de la presente invencion son los compuestos de férmula (I), para uso como agentes antibacteria-
nos contra bacterias Gram-positivas. Entre las bacterias Gram-positivas médicamente relevantes se encuentran varias
de género bien conocido tales como Bacillus, Listeria, Staphylococcus, Micrococcus, Streptococcus, Enterococcus,
Clostridium, Mycoplasma y Actinobacteria.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2374779 Al

En una realizacion preferida, las bacterias Gram-positivas se seleccionan entre Micobacterium phlei, Staphylo-
coccus aureus 'y Micrococcus luteus. En una realizacién particular, las bacterias Gram-positivas se seleccionan entre
Micobacterium phlei ATCC41423, Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Micrococcus luteus ATCC 9341.

Este aspecto de la invencidn se puede formular también como el uso de un compuesto como se ha definido anterior-
mente, para la preparaciéon de un medicamento para el tratamiento de una infeccién bacteriana causada por bacterias
Gram-positivas en un mamifero, incluyendo un humano.

La invencién también estd relacionada con un método para el tratamiento y/o la profilaxis de un mamifero, in-
cluyendo un humano, que sufre o es susceptible a infecciones bacterianas causada por bacterias Gram-positivas, en
particular a las infecciones mencionadas anteriormente, dicho método comprendiendo la administracién al menciona-
do paciente de una cantidad terapéuticamente efectiva de compuestos de la presente invencion, junto a excipientes o
portadores farmacéuticamente aceptables.

Es también parte de la invencion los compuestos de féormula (I) como se han definido anteriormente para su uso
como agentes antibacterianos contra bacterias Gram-negativas. Las bacterias Gram-negativas médicamente relevantes
comprenden Escherichia coli, Salmonella, Enterobacteriaceae, Pseudomonas, Moraxella, Helicobacter, Legionella,
Hemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens y Aci-
netobacter baumannii.

En una realizacion preferida, las bacterias Gram-negativas se seleccionan entre Salmonella typhimurium, Pseudo-
monas aeruginosa, Escherichia coli y Acinetobacter sp. En una realizacidn particular, las bacterias Gram-negativas
se seleccionan entre Salmonella typhimurium 14028, Pseudomonas aeruginosa 9027, Escherichia coli 8739 y Aci-
netobacter sp ATCC 5798. Este aspecto de la invencion puede ser también formulado como el uso de un compuesto
de féormula (I) como se ha definido anteriormente para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una
infeccidn bacteriana causada por bacterias Gram-negativas en un mamifero, incluyendo un humano.

La invencién también estd relacionada con un método para el tratamiento y/o la profilaxis de un mamifero, in-
cluyendo un humano que sufra o es susceptible a infecciones bacterianas causada por bacterias Gram-negativas, en
particular a alguna de las infecciones mencionadas anteriormente, el método comprendiendo la administracién al men-
cionado paciente de una cantidad terapéuticamente efectiva de los compuestos de férmula (I) como se han definido
anteriormente, junto a excipientes o portadores farmacéuticamente aceptables.

Los compuestos de la presente invencién se pueden utilizar andlogamente a otros agentes antibacterianos conoci-
dos. Estos se pueden utilizar solos o en combinacién con otros compuestos bioactivos apropiados. En una realizacién
particular, los compuestos de férmula (I) se pueden utilizar en el tratamiento de bacteremias y/o septicemia conse-
cuencia de infecciones por bacterias Gram-negativas, administrados solos o en combinacién con antibidticos conven-
cionales. En una realizacion preferida, los compuestos de férmula (I) de la presente invencidn se usan por via topica,
o bien por via oral para la descontaminacién del tracto digestivo previa a cirugia.

Como se ha mencionado anteriormente, estos compuestos presentan la ventaja de que pueden actuar sobre un
espectro amplio de bacterias y debido a que aparentemente se cree que actian sobre la membrana, pueden resultar mas
efectivos que otros antibidticos que actian sobre un receptor o enzima frente a la resistencia a los antibiéticos.

Un aspecto adicional de la presente invencion estd relacionado con una composicién farmacéutica que comprende
una cantidad terapéuticamente efectiva de los compuestos de férmula (I), junto con cantidades apropiadas de excipien-
tes o portadores farmacéuticamente aceptables.

Las composiciones farmacéuticas se pueden preparar por combinacién de los compuestos de férmula (I) de la
presente invencion con excipientes o portadores sdlidos o liquidos farmacéuticamente aceptables, siguiendo practicas
farmacéuticas estandar.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se pueden administrar de manera adecuada para la en-
fermedad que se desea tratar, por ejemplo por via oral, parenteral, inhalatoria, rectal, transdérmica o tépica. En el
uso terapéutico para tratar o combatir infecciones bacterianas en pacientes como los humanos y otros animales que
pudieren ser diagnosticados con infecciones bacterianas, dichos compuestos o composiciones farmacéuticas, preferen-
temente, se administran a una dosis para obtener o mantener una concentracion, o sea, una cantidad o nivel en sangre
del componente activo en el paciente que sigue el tratamiento que sea efectiva como antibacteriano. Generalmente,
dicha cantidad o dosis que sea efectiva como antibacteriano se encontrard en el intervalo aproximado de 0.1 a 100
mg/Kg, mas preferentemente alrededor de 3.0 a 50 mg/Kg de peso corporal/dia. Se entiende que las dosis pueden
variar dependiendo de los requisitos del paciente, la severidad de la infeccién bacteriana a tratar y del compuesto
particular que se use.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y
caracteristicas de la invencion se desprenderdn en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean limitativos de la presente inven-
cién. Ademds, la presente invencion cubre todas las posibles combinaciones de realizaciones particulares y preferidas
aqui indicadas.
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Ejemplos
Abreviaciones

Boc, terc-butoxicarbonilo; Dab: acido 2,4-diaminobutirico; DIEA, N,N-diisopropiletilamina; Dde, N-[1-(4,4-di-
metil-2,6-dioxociclohex-1-iliden)etilo]; DIPCDI, N,N’-diisopropilcarbodiimida: DMF, N,N-dimetilformamida; ES,
electrospray; Fmoc, 9-fluorenilmetoxicarbonilo; HATU, 2-(7-Aza-1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio he-
xafluorofosfato; HBTU, 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio hexafluorofosfato; HOBt, 1-hidroxibenzo-
triazol; HPLC, chromatografia liquida de alta eficacia; MALDI-TOF, ionizacién por desorcion laser asistida por ma-
triz-tiempo de vuelo; MS, espectrometria de masas; MIC, concentracién minima inhibitoria; Pbf, 2,2.4,6,7-pentame-
tildihidrobenzofuran-5-sulfonilo; PM, peso molecular; TFA, 4cido trifluoroacético; Trt, tritilo.

Métodos generales

Se ha empleado el protocolo general de sintesis en fase s6lida Fmoc/tBu para preparar los compuestos de los
ejemplos.

El protocolo de sintesis Fmoc/tBu para cada ciclo sintético consiste en las etapas siguientes: (i) lavado de la resina
con DMF (5 x 30 s); (ii) tratamiento con 20% de piperidina/DMF (1 x 1 min + 2 x 10 min, desproteccién Fmoc); (iii)
lavado con DMF (5 x 30 s); (iv) acilacidn con el aminodcido Fmoc protegido (3 veces de exceso) y HBTU/DIEA (3:6
veces de exceso, respectivamente) en la cantidad minima de DMF; (v) lavado con DMF (5 x 30 s) y CH,Cl, (5 x 30
s); (vi) prueba de Kaiser (con una muestra de resina peptidica); (vii) lavado con DMF (5 x 30 s).

El método general de desanclaje y desproteccion de los péptidos consistid en un tratamiento con TFA/tioanisol/1,2-
ethanoditiol/triisopropilsilano/agua (70:10:10:1:3.5, 3 h). La solucién de TFA se filtr6 y la resina se lavé con dos
porciones adicionales de TFA puro (0.5 mL) que se juntaron con la primera fraccion acidolitica. La solucién resultante
se afiadié sobre éter frio (TFA:éter en proporcién 1:20) para precipitar el péptido. El crudo peptidico se lavé con éter
tres veces, éste se decantd y el sélido se seco al aire.

Cada crudo peptidico se disolvié a continuacién en una solucién de DMSO en agua al 10% a una concentracién
aproximada de 1 mM o ligeramente inferior para la formacién del enlace disulfuro. La solucién se agité en sistema
abierto durante 12-36 h. La ciclacién tuvo lugar por oxidacién al aire que se siguié por HPLC y MS.

La purificacién se llevé a cabo por HPLC preparativa. En los Ejemplos se emple6 un equipo a Varian Pro-star 200
prep-system con una columna Varian Load&lock C18 (250 x 2’5 mm, 10 um) y se eluy6 en gradiente con mezclas de
H,O-acetonitrilo-0.1% TFA y deteccién UV a 220 nm.

Los péptidos se caracterizaron por espectrometria de masas MALDI-TOF en un espectrometro de masas VOYA-
GER-DE (PerSeptive Biosystems).

La homogeneidad de los péptidos purificados se comprobé por HPLC analitica empleando columnas Merck or

Kromasil C18 de fase reversa (4 x 250 mm, 5 um de didmetro de particula y una medida de poro de 120 A). La elucién
se llevé a cabo a 1 ml-min~' con mezclas de H,O- 0.1% TFA y acetonitrilo-0.1% TFA y deteccién UV a 220 nm.

Ejemplo 1

Preparacion de nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[ Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys ]-Gly-Arg-Val-Glu-Val-Leu-Tyr-
Arg-Gly-Ser-Trp ((Ibs), compuesto de formula (Ib) con R, = CH3(CH,);-, R, = -CH,CH,CH,NHC(=NH)-NH, (cade-
na lateral de Arg), R, = -CH(CH;)OH, (cadena lateral de Thr), Ry = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab), R, =
-CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab), Rs = -CH,Ph (cadena lateral de D-Phe), Ry = -CH,CH(CHs), (cadena lateral
de Leu), R, = -CH,CH,CH,NHC(=NH)-NH, (cadena lateral de Arg), Ry = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab), y
Ry = Gly-Arg-Val-Glu-Val-Leu-Tyr-Arg-Gly-Ser-Trp)

Aminodcidos protegidos: Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Dab(Boc)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-
D-Phe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-
Ser(tBu)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH.

Se llevo a cabo la sintesis manual segin un protocolo estindar Fmoc/'Bu en jeringas de polipropileno con un
filtro de polietileno. Se utiliz6 la resina Fmoc-Rink (600 mg, 0.282 mmoles, f = 0.47 mmol/g). Los aminodcidos de
la secuencia se introdujeron segtin un protocolo estandar de sintesis en fase s6lida Fmoc/'‘Bu como se ha descrito
anteriormente. Una vez la secuencia se completd, se acopld el 4dcido nonanoico (134 ul, 0.85 mmoles, 3 veces de
exceso) con HBTU/DIEA (3 y 6 veces de exceso, respectivamente) en la cantidad minima de DMF. Una vez concluida
la reaccidn, la resina se lavé con DMF (5 x 30 s) y CH,Cl, (5 x 30 s). El peso del crudo peptidico tras el desanclaje y
desproteccién segtin el método indicado anteriormente fue de 300 mg (rendimiento 90%). La purificacién por HPLC
preparativa rindié 30 mg de péptido puro (rendimiento 10%).
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Caracterizacion del péptido purificado: Homogeneidad (por integracion del drea de la traza de HPLC) >95%; ESI:
m/z 528.95 ((M+5H*]°"), 660.90 ([M+4H*]*"), 440.95 ([M+6H*]%"), 881,00 ([M+3H*]**). PM encontrado= 2639.75
(PM esperado 2639.39).

Ejemplo 2

Preparacion de nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys]-Leu-Met-Trp-Trp-Met-Leu
(Ibs), compuesto de formula (Ib) con R, = CH;(CH,);-, R, = -CH,CH,CH,NHC(=NH)-NH, (cadena lateral de Arg),
R, = -CH(CH;)OH, (cadena lateral de Thr), Ry = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab), R, = -CH,CH,NH, (ca-
dena lateral de Dab), Rs = -CH,Ph (cadena lateral de D-Phe), Ry = -CH,CH(CH;), (cadena lateral de Leu), R; =
-CH,CH,CH,NHC(=NH)-NH, (cadena lateral de Arg), Ry = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab), y Ry = Leu-Met-
Trp-Trp-Met-Leu

Aminodcidos protegidos: Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Dab(Boc)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-
D-Phe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH.

Se llevo a cabo la sintesis manual segin un protocolo estdndar Fmoc/'Bu sobre resina Fmoc-Rink como se ha
descrito anteriormente en el Ejemplo 1.

Caracterizacion del péptido purificado: Homogeneidad (por integracion del drea de la traza de HPLC) >95%; ESI:
m/z 550.15 ((M+4H*]*"), 440.15 ([M+5H*]**), 733.35 ([M+3H*]**). PM encontrado = 2196.6 (PM esperado 2197.04).

Ejemplo 3

Preparacion de nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[ Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-D-Cys] (Ib,3) compuesto de formula
(Ib) con R, = CH;(CH,),-, R, = -CH,CH,CH,NHC(=NH)-NH, (cadena lateral de Arg), R, = -CH(CH;)OH, (cadena
lateral de Thr), Ry = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab), R, = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab), Rs =
-CH,Ph (cadena lateral de D-Phe), Ry = -CH,CH(CH};), (cadena lateral de Leu), Ry = -CH,CH,CH,NHC(=NH)-
NH, (cadena lateral de Arg), Ry = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab) y R, = CONHR,,, yR,, = H

Aminoécidos protegidos: Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Dab(Boc)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-
D-Phe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-D-Cys(Trt)-OH.

Se llevo a cabo la sintesis manual segin un protocolo estindar Fmoc/'Bu sobre resina Fmoc-Rink como se ha
descrito anteriormente en el Ejemplo 1.

Caracterizacioén del péptido purificado: Homogeneidad (por integracion del area de la traza de HPLC) >95%;
MALDI-TOF: m/z 1336.68 ([M+H]*, 100%), 1359.49 ([M+Na]*, 17%).

Ejemplo 4

Preparacion de nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Thr-Arg-Dab-Cys] (Ibs), compuesto de formula
(Ib) con R,= CH;(CH,),-, R, = -CH,CH,CH,NHC(=NH)-NH, (cadena lateral de Arg), R, = -CH(CH;)OH, (cadena
lateral de Thr), Ry = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab), R, = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab), Rs; =
-CH,Ph (cadena lateral de D-Phe), Ry = -CH(CH;)(OH), (cadena lateral de Thr), R; = -CH,CH,CH,NHC(=NH)-
NH, (cadena lateral de Arg), Ry = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab), Ry = CONHR,,, R,, = H

Aminoécidos protegidos: Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Dab(Boc)-OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH,
Fmoc-D-Phe-OH.

Se llevo a cabo la sintesis manual segin un protocolo estdindar Fmoc/'Bu sobre resina Fmoc-Rink como se ha
descrito anteriormente en el Ejemplo 1.

Caracterizacién del péptido purificado: Homogeneidad (por integracién del drea de la traza de HPLC) >95%;
MALDI-TOF: m/z 1324.24 ([IM+H]*, 100%), 1347.45 ((M+Na]*, 16%).
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Ejemplo 5

Preparacion de nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[ Cys-Dab-D-Phe-Gly-Arg-Dab-Cys] (Ib), compuesto de formula
(Ibs;) con R, = CH;(CH,),-, R, = -CH,CH,CH,NHC(=NH)-NH, (cadena lateral de Arg), R, = -CH(CH;)OH, (ca-
dena lateral de Thr), Ry = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab), R, = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab), Rs =
-CH,Ph (cadena lateral de D-Phe), Rs = -H, (cadena lateral de Gly), R, = -CH,CH,CH,NHC(=NH)-NH, (cadena
lateral de Arg), Ry = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab), R, = CONHR,,, yR,, = H

Aminodcidos protegidos:, Fmoc-Dab(Boc)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-D-Phe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH,
Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Gly-OH.

Se llevo a cabo la sintesis manual segin un protocolo estindar Fmoc/'‘Bu sobre resina Fmoc-Rink como se ha
descrito anteriormente en el Ejemplo 1.

Caracterizacion del péptido purificado: Homogeneidad (por integracién del drea de la traza de HPLC) >95%;
MALDI-TOF: m/z 1280.59 ([IM+H]*, 100%), 1284.45 ([M+Na]*, 18%).

Ejemplo 6

Preparacion de nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(4-10)[ Dab-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Thr] (la,), compuesto de formula
(la) con R, = CH;(CH,),-, R, = -CH,CH,CH,NHC(=NH)-NH, (cadena lateral de Arg), R, = -CH(CH;)OH, (cadena
lateral de Thr), Ry = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab), R, = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab), Rs =
-CH,Ph (cadena lateral de D-Phe), Ry = -CH,CH(CH};), (cadena lateral de Leu), R, = -CH,CH,CH,NHC(=NH)-
NH, (cadena lateral de Arg), y Ry = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab)

Aminoécidos protegidos: Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Dab(Boc)-OH, Fmoc-Dab(Dde)-OH,
Fmoc-D-Phe-OH, Fmoc-Leu-OH.

Se llevo a cabo la sintesis manual segtin un protocolo estandar Fmoc/'Bu en jeringas de polipropileno con un filtro
de polietileno. Se utiliz6 la resina cloruro de clorotritilo (800 mg, 0.48 mmoles, f = 0.6 mmol/g). Los aminodcidos
de la secuencia se introdujeron segin un protocolo estdndar de sintesis en fase sélida Fmoc/Bu como se ha descrito
anteriormente. El aminodcido puente Dab* se introdujo como Fmoc-Dab(Dde)-OH. Una vez se complet6 la secuencia,
se introdujo el 4dcido nonanoico (228 ul, 1.44 mmoles, 3 veces de exceso) activdndolo con HBTU/DIEA (3 y 6 veces
de exceso, respectivamente) en la minima cantidad de DMF. Una vez concluida la reaccién, la resina se lavé con DMF
(6 x30s)y CH,CL, (5x305).

El péptido protegido se trat6 con hidrazina (1% en DMF) para desproteger el grupo Dde. El péptido se desanclé de
la resina con un tratamiento suave con TFA (1% en CH,Cl,) manteniendo intactos el resto de los grupos protectores
(de tipo tBu y Pbf). La ciclacién entre Dab* y la Thr'® en C-terminal se llevé a cabo en DMF:CHC; (1:1, concen-
tracion de péptido 0.3 M) con HATU:HOBt:DIEA (1.1:1.1:2.2 equiv.) a temperatura ambiente durante 48 h. El crudo
peptidico ciclico y protegido se purificé en columna de silica y a continuacién se traté con la solucién acidolitica
TFA/tioanisol/1,2-ethanoditiol/triisopropilsilano/agua (70:10:10:1:3.5; 3 h) para eliminar el resto de grupos protecto-
res. El peso del crudo peptidico obtenido fue de 130 mg (rendimiento 21%). La purificacién por HPLC preparativa
rindié 11 mg de péptido puro (rendimiento 8.5%).

Caracterizacién del péptido purificado: Homogeneidad (por integracion del drea de la traza de HPLC) 91°8%;
MALDI-TOF: m/z 1316.89 ([IM+H]*, 100%), 1297.98 (IM+H-H,O0]"*, 68%) 1339.65 (IM+Na]*, 19%).

Ejemplo 7

Preparacion de nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[ Cys-Dab-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys] (1by,); compuesto de formula (Ib)
con R, = CH;(CH,);-, R, = -CH,CH,CH,NHC(=NH)-NH, (cadena lateral de Arg), R, = -CH(CH;)OH, (cadena
lateral de Thr), Ry = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab), R, = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab), Rs =
-CH,Ph (cadena lateral de Phe), Ry = -CH,CH(CH;), (cadena lateral de Leu), R; = -CH,CH,CH,NHC(=NH)-NH,
(cadena lateral de Arg), Ry = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab), Ry = CONHR,,, y R,, = H

Aminoécidos protegidos: Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Dab(Boc)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-
Phe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH.

Se llevo a cabo la sintesis manual seglin un protocolo estindar Fmoc/'Bu sobre resina Fmoc-Rink como se ha
descrito anteriormente en el Ejemplo 1. Caracterizacion del péptido purificado: Homogeneidad (por integracién del
area de la traza de HPLC) >95%; MALDI-TOF: m/z 1336.30 (IM+H]*, 100%), 1358.40 ([M+Na]*, 15%).
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Ejemplo 8

Preparacion de nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[ Cys-Dab-Gly-Leu-Arg-Dab-Cys], (Iby,), compuesto de formula (Ib)
con R, = CH3;(CH,);-, R, = -CH,CH,CH,NHC(=NH)-NH, (cadena lateral de Arg), R, = -CH(CH;)OH, (cadena
lateral de Thr), Ry = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab), R, = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab), Rs = H
(cadena lateral de Gly), Ry = -CH,CH(CH;), (cadena lateral de Leu), R, = -CH,CH,CH,NHC(=NH)-NH, (cadena
lateral de Arg), Ry = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab), R, = CONHR,,, yR,, = H

Aminodcidos protegidos: Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Dab(Boc)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-
Leu-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH.

Se llevo a cabo la sintesis manual segin un protocolo estindar Fmoc/'Bu sobre resina Fmoc-Rink como se ha
descrito anteriormente en el Ejemplo 1. Caracterizacion del péptido purificado: Homogeneidad (por integracion del
area de la traza de HPLC) >95%; MALDI-TOF: m/z 1246.03 ((M+H]*, 100%).

Ejemplo 9

Preparacion de nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[ Cys-Dab-D-Leu-Thr-Arg-Dab-Cys], (Ib,;), compuesto de formula
(Ib) con R, = CH3(CH,);-, R, = -CH,CH,CH,NHC(=NH)-NH, (cadena lateral de Arg), R, = -CH(CH;)OH, (cadena
lateral de Thr), R; = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab), R, = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab), Rs = CH,CH
(CHs), (cadena lateral de D-Leu), Rs = -CH(CH;)OH, (cadena lateral de Thr), R, = -CH,CH,CH,NHC(=NH)-NH,
(cadena lateral de Arg), Ry = -CH,CH,NH, (cadena lateral de Dab), Ry = CONHR,,, yR,, = H

Aminodcidos protegidos: Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Dab(Boc)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-D-Leu-OH, Fmoc-
Thr(tBu)-OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH.

Se llevo a cabo la sintesis manual segin un protocolo estdindar Fmoc/'Bu sobre resina Fmoc-Rink como se ha

descrito anteriormente en el Ejemplo 1. Caracterizacion del péptido purificado: Homogeneidad (por integracion del
area de la traza de HPLC) >95%; MALDI-TOF: m/z 1291.70 ((M+H]"*, 100%), 1312.76 ([M+Na]*, 16%).

Ejemplo 10
Ensayo de actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana de los lipopéptidos sintéticos se determind en placas estériles de 96 pocillos (Corning
Costar 3598 microtiter plates) con un volumen final de 200 uL. como se indica a continuacién: alicuotas (100 uL)
de una suspension de bacterias a una concentracién de 105 unidades formadoras de colonias/mL en medio de cultivo
(MH, Muller Hinton Broth, Difco, USA) a pH 7.4, se adicionaron a 100 uL de solucién de lipopéptido preparada a
partir de una disolucién madre en agua de 1 mg/mL, en diluciones seriadas a doble dilucién en MH a pH 7.4 (Jorgensen
& Turnide, 2003).

La inhibicién de crecimiento bacteriano se determind a partir de la absorbancia a 492 nm en un instrumento
Absorbance Microplate reader ELx 800 (Bio-tek Instruments) tras incubacién a 37°C durante 24-48 h. La actividad
antibacteriana se expres6 como CMI, la concentracién a la cual no se detecta crecimiento tras las 24-48 h de incuba-
cion.

Los microorganismos se cultivaron en Tryptycase Soy Broth (Pronadisa, Barcelona), incubando a 37°C hasta ob-
servar crecimiento bacteriano. A continuacidén, se sembrardn en Trypticase Soy Agar (Pronadisa, Barcelona) y se
incubaron a 37°C hasta observar la formacién de colonias. Los microorganismos se conservaron en criobolas (EAS
laboratoire, France) a -20°C.

Las cepas de las bacterias usadas para llevar a cabo el test de actividad antibacteriana se obtuvieron de: the Ame-
rican Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA):

Escherichia coli ATCC 8739
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Salmonella typhimurium ATCC14028
Acinetobacter sp ATCC 5798
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Mycobacterium phlei ATCC41423
Microccous luteus ATCC 9341
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Los resultados se muestran en la Tabla 1 y en la Tabla 2.

TABLA 1

Actividad antibacteriana (CMI) en Gram positivos expresada en ug/ml

Compuesto Micobacterium | Micrococcus Staphylococcus
(ng/ml) phlei luteus aureus
(laq) 8-16 16 32
(Ibs) 16 8-16 16
(Ibg) >32 8 16
(Ib13) 8-16 8 16
PxB P1004 32 32 >32
(comparativo)
TABLA 2

Actividad antibacteriana (CMI) en Gram negativos expresada en ug/ml

Compuesto Salmonella Pseudomonas | Escherichia | Acinetobacter

(ng/ml) typhimurium | aeruginosa coli 8739 sp ATCC
14028 9027 5798

(lay) 8-16 4 4 8

(Ibs) 16 >32 16 4

(Ibg) >32 >32 >32 8-16

(1b43) 16 4 8 16

PxB 1 2 1-2 0.5

(comparativo)

Control (polimixina B): (S)-6-metiloctanoil-Dab-Thr-Dab-ciclo(4-10)[Dab-Dab-D-Phe-Leu-Dab-Dab-Thr].

El peso molecular de los compuestos de la invencién es mayor que el de la PxB, lo que significa que la actividad
antibacteriana CMI expresada en unidades micromolares en lugar de ug/ml es mayor.

Asi, los resultados anteriores se han expresado en unidades micromolares lo que permite una mejor comparacién
de los resultados obtenidos.

12



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2374779 Al

TABLA 3

Actividad antibacteriana (CMI) en Gram positivos expresada en Unidades micromolares

Compuesto Micobacterium | Micrococcus Staphylococcus
(microM) phlei luteus aureus
(laq) 6.08-12.16 12.16 24.32
(Ibs) 6.06 3.03-6.06 6.06
(Ibe) >14.56 3.64 7.28
(Ib13) 5.99-11.98 5.99 11.98
PxB P1004 26.90 26.90 >26.90
(comparativo)
TABLA 4

Actividad antibacteriana (CMI) en Gram negativos expresada en un unidades micromolares

Compuesto Salmonella Pseudomonas | Escherichia | Acinetobacter

(microM) typhimurium | aeruginosa coli 8739 sp ATCC
14028 9027 5798

(lay) 6.08-12.16 3.04 3.04 6.08

(1bs) 6.06 >12.12 6.06 1.51

(Ibg) >14.56 >14.56 >14.56 3.64-7.28

(Ib13) 11.98 2'99 5.99 11.98

PxB 0.84 1.68 0.84-1.68 0.42

(comparativo)

Asimismo, cabe destacar que los mejores resultados se han encontrado con modelos que tienen actividad tera-
péutica. Asi, el Acinetobacter sp ATCC 5798 es un modelo del Acinetobacter baumannii que es una de las bacterias
mads problemadticas en infecciones nosocomiales, el Staphylococcus aureus es una de las bacterias importantes por la
resistencia que genera a los antibidticos, y el Micobacterium phlei es un modelo no patégeno del agente causal de la
tuberculosis, Micobacterium tuberculosis.

Estos resultados demuestran que los compuestos (I) muestran actividad antibacteriana a nivel micromolar tanto
contra bacterias Gram-positivas como contra bacterias Gram-negativas (en este dltimo caso, la CMI es ligeramente
superior a la de la polimixina natural, pero la polimixina no muestra actividad contra bacterias Gram-positivas). En
consecuencia, los nuevos compuestos presentan un espectro de actividad superior puesto que los antibiéticos peptidicos
disponibles (polimixina natural y daptomicina) son sélo activos contra un tipo de bacteria, Gram-negativas o Gram-
positivas, respectivamente.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de férmula (I),

O
10 I:‘)4 O
N
R, H
0]

20 v ®) N R;
|
W >—< @)
N
s H Re
25 R,
)
30
donde:
35 R, es un radical seleccionado entre el grupo que consiste en: (Cg-C,;)-alquilo ramificado, CH;-(CH,),,-, CH3-
O-(CHzCHzO)zCHz-, y
40
(CHy),— :
45
m es un entero entre 6 y 10;
X es un entero entre 1 y 3;
50 Ry, R3, Ry, Ry, y Rg son radicales seleccionados independientemente que tienen la férmula siguiente:
GF-(CHz)n-;
55 donde n es un entero entre 1 y 4; y GF es un radical seleccionado entre el grupo que consiste en -NH, y -NH-
C(=NH)-NH,;
R, es un radical seleccionado entre el grupo que consiste en -CH(CH;)(OH), -CH(CH,),, -CH,NH, y -CH,0H;
60 R;s y R¢ son radicales seleccionados independientemente entre el grupo que consiste en H, -(C,-C,)-alquilo lineal
o ramificado, -(CH,)-R,y, -CH,-CH,-S-CH; y -CH-(CHj;)-OH;
Ry se selecciona entre el grupo que consiste en CONH,, -CH(CH;)(OH) y CONHR;
65 R es un radical seleccionado entre el grupo que consiste en fenilo, 3-indolilo, 4-imidazolilo, 4-hidroxifenilo, @ o

B-naftilo y 2-, 3- o 4-piridilo;
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R, es una secuencia peptidica seleccionada del grupo que consiste en Ala-Leu-Arg, Ala-Leu-Arg-Ala-Leu-Arg,
Gly-Arg-Val-Glu-Val-Leu-Tyr-Arg-Gly-Ser-Trp, Lys-Val-Leu, Lys-Val-Leu-Lys-Val-Leu, Leu-Met-Trp-Trp-Met-Leu,
Orn-Orn-Orn, Gln-Arg-Gly-Arg-Ala-Glu-Glu-Val-Tyr-Tyr-Ser-Gly-Thr, Glu-(y-espermida)-Arg-Gly-Arg-Ala-Glu-
Glu-Val-Tyr-Tyr-Ser-Gly-Thr, y Glu(Arg-Gly-Arg-Ala-Glu-Glu-Val-Tyr-Tyr-Ser-Gly-Thr)-y-espermida;

uesCH, o0 S;

vesNHo S;

w es CH, o CO;

con la condicién de que cuando Ry es CONH,, entonces

(@) RsoRges-CH(CH;)(OH), o

) RsyRgsonH;o

(c) la configuracién del C unido aRg es S o
(d) la configuracién del C unido a R5 es R;

y con la condicién de que cuando Ry es -CH(CH;)OH, entonces Ry es GF(CH,), donde n es 3 y GF es -NH-
C(=NH)-NH,, y R; es GF(CH,), donde n es 2 y GF es NH,.

2. Compuesto segtin la reivindicacién 1, donde u es CH,, v es NH, w es CO, Ry es -CH(CH;)(OH) y la configura-
cion del C unido a Ry es S, que tiene la férmula (1a).

o Oy _NH HN.__~Re
H H
RO N\/“\ N j/
7N C N 07 NH
o o)
R _CH
R * HNTT 2 g N Ry
& o
07N N>\ /\

(la)

3. Compuesto segun la reivindicacion 2, que es el nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(4-10)[Dab-Dab-D-Phe-Leu-Aro-
Dab-Thr].
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4. Compuesto segun la reivindicacién 2, donde u es S, v es S y w es CH,, que tiene la férmula (Ib).

R
O 5
N
j/NH HN Re

o) o ©

K 0% >NH
S

s o N

AR

N Re
Ry

5. Compuesto segtin la reivindicacion 4, donde R;; es una secuencia peptidica seleccionada del grupo que consiste
en Ala-Leu-Arg, Ala-Leu-Arg-Ala-Leu-Arg, Gly-Arg-Val-Glu-Val-Leu-Tyr-Arg-Gly-Ser-Trp, Lys-Val-Leu, Lys-Val-
Leu-Lys-Val-Leu, Leu-Met-Trp-Trp-Met-Leu, Orn-Orn-Orn, Gln-Arg-Gly-Arg-Ala-Glu-Glu-Val-Tyr-Tyr-Ser-Gly-
Thr, Glu-(y-espermida)-Arg-Gly-Arg-Ala-Glu-Glu-Val-Tyr-Tyr-Ser-Gly-Thr, y Glu(Arg-Gly-Arg-Ala-Glu-Glu-Val-
Tyr-Tyr-Ser-Gly-Thr)-y-espermida.

.
.

: N™ "
: H

R,

(Ib)

6. Compuesto segun la reivindicacion 5, que se selecciona entre los siguientes:
nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys]-Ala-Leu-Arg;
nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys]-Ala-Leu-Arg-Ala-Leu-Arg;

nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys]-Gly- Arg- Val-Glu-Val-Leu-Tyr- Arg-Gly-
Ser-Trp;

nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys]-Lys-Val-Leu;
nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys]-Lys-Val-Leu-Lys-Val-Leu;
nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys]-Leu-Met-Trp-Trp-Met-Leu;
nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys]-Orn-Orn-Orn;

nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Dab-Arg-Cys]-Gln- Arg-Gly- Arg-Ala-Glu-Glu- Val-Tyr-
Tyr-Ser-Gly-Thr; y

nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Dab- Arg-Cys]-Glu-(y-espermida)- Arg-Gly-Arg-Ala-Glu-
Glu-Val-Tyr-Tyr-Ser-Gly-Thr.

7. Compuesto segun la reivindicacién 4, que se selecciona entre los siguientes:

nonanoil-Arg-Thr-Arg-ciclo(S-S)[Cys-Dab-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys];

nonanoil-Arg-Thr-Arg-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-D-Cys];

nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys]; y

nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-D-Cys].
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8. Compuesto segtin la reivindicacién 7, que se selecciona entre los siguientes:
nonanoil-Arg-Thr-Arg-ciclo(S-S)[Cys-Dab-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys]; y

nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-D-Cys].

9. Compuesto segtn la reivindicacion 4, que se selecciona entre los siguientes:
nonanoil-Arg-Thr-Arg-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Thr-Arg-Dab-Cys];
nonanoil-Arg-Thr-Arg-ciclo(S-S)[Cys-Dab-Phe-Thr-Arg-Dab-Cys];
nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Thr-Arg-Dab-Cys];
nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-Phe-Thr-Arg-Dab-Cys];
nonanoil-Arg-Thr-Arg-Cys-ciclo(S-S)[Cys-Dab-Trp-Thr-Arg-Dab-Cys];
nonanoil-Arg-Thr-Dab-Cys-ciclo(S-S)[Cys-Dab-Trp-Thr-Arg-Dab-Cys];
nonanoil-Arg-Thr-Arg-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Leu-Thr-Arg-Dab-Cys];
nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Leu-Thr-Arg-Dab-Cys];
decanoil-Arg-Thr-Arg-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Trp-Thr-Dab-Dab-Cys];
decanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Leu-Thr-Arg-Dab-Cys];
decanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-Trp-Thr-Arg-Dab-Cys]; y

dodecanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-Phe-Thr-Arg-Dab-Cys].

10. Compuesto segtn la reivindicacién 1, que se selecciona entre los siguientes:
nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(4-10)[Dab-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Thr];

nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys]-Gly- Arg- Val-Glu-Val-Leu-Tyr- Arg-Gly-
Ser-Trp;

nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-Cys]-Leu-Met-Trp-Trp-Met-Leu; y

nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-D-Phe-Leu-Arg-Dab-D-Cys].

11. Uso de un compuesto como se ha definido en cualquiera de las reivindicaciones 1-10, para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de una infeccién bacteriana causada por bacterias Gram-positivas en un mamifero,

incluyendo un humano.

12. Uso segun la reivindicacién 11, donde las bacterias Gram-positivas se seleccionan entre el grupo que consiste
en Micobacterium phlei, Staphylococcus aureus 'y Micrococcus luteus.

13. Uso de un compuesto como se ha definido en cualquiera de las reivindicaciones 1-10, para la preparacién de un
medicamento para el tratamiento de una infeccién bacteriana causada por bacterias Gram-negativas en una mamifero,
incluyendo un humano.

14. Uso segun la reivindicacién 13, donde las bacterias Gram-negativas se seleccionan entre el grupo que consiste
en Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Acinetobacter sp.

15. Composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto como se
ha definido en cualquiera de las reivindicaciones 1-10, junto a excipientes o portadores farmacéuticamente aceptables.
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