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DATOS DEL SOLICITANTE

(71)Nombresy Apellidos o Razén Social GLAXO GROUP LIMITED, sociedad existente y organizada de

conformidad con las leyes de Inglaterra.

No. de Identificacion
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' Ciudad MIDDLESEX e Teléfono 009441714934060
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‘ (74) DATOS DEL. APODERADO
-Nombre JOSE ANTONIO LLOREDA

Direccion y Domicilio Calle 72 No. 5-83 Piso 6, Santafé de Bogoté, Colombia
Ciudad BOGOTA Teléfono 37654270
DATOS DEL INVENTOR
' (72) Nombre del Inventor(es) p David Colclough, Ann Hodgson y Jerzy Ryszard Szewczyk

Los dos primeros residentes en:
Identificacién c/o Glaxo Wellcome plc, Temple Hill, Dartford, Kent DAl

bs ~Direccion - SAH, Reino Unido y Glaxo Wellcome Inc., Five Moore Drive,

~

Research Triangle Park, North Carolina 27709, E.U.A.
Ciudad Kent y Research Triangle Park. Teléfono 009441714934060

DATOS DE LA PATENTE DE INVENCION

| (54) Titulo de la Invencién DERIVADOS DE 1,5-BENZODIAZEPINA
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RESUMEN CON EL OBJETO Y LA FINALIDAD DE LA INVENCION

Se describe un proceso para la preparacién de un
compuesto enantioméricamente enriquecido, de Férmula (1),
composiciones farmacéuticas que lo contienen y el uso de las

mismas, para el tratamiento de enfermedades o condiciones

mediadas por el CCK-A, tales como la obesidad.
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Nota: Debe presentarse dentro de los tres (3) meses, contados a partir de la fecha de radicacion de la solicitud posterior
Traduccion Simple

Capitulo descriptivo
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Nota: Anexo informacion sobre la fuente normativa de reciprocidad y peticion Reconocimiento Personeria
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ANEXO

Atentamente manifiesto a usted gque la fuente normativa de la

a)

reciprocidad de la cual se deriva el derecho del solicitante para
reivindicar prioridad en el presente caso, se encuentra:

En el Articulo 2 del Anexo 1C, Aspectos de los Derechos de
Propiedad Intelectual relacionados con el Comercio, del
Acuerdo por el cual se establece la “Organizacién Mundial
de Comercio (OMC)” suscrito en Marruecos el 15 de abril de
1994. Este acuerdo fue aprobado por el Congreso de
Colombia mediante Ley 170 de 1994 y por la Corte
Constitucional Colombiana mediante Sentencia C~-137-95 de
28 de marzo de 1995, y entrd en vigencia en nuestro pais
el 30 de abril de 1995, 30 dias después de su
ratificacién.

Dicho Articulo establece que en lo que respecta a las
partes II, IIT y IV del Acuerdo (referidas a la
existencia, alcance y ejercicio de los derechos de
propiedad intelectual, entre otros) los Miembros cumpliran
los articulos 1 a 12 y el Articulo 19 del Convenio de
Paris --el Articulo gque establece la prioridad de las
patentes de invencidn es el Articulo 4--

En el Articulo 4 del mencionado Anexo 1C, Aspectos de los
Derechos de Propiedad Intelectual relacionados con el
Comercio, del Acuerdo por el cual se establece la
Organizacién Mundial de Comercio (OMC), el cual consagra
el “Trato de la nacidén més favorecida” para los paises
Miembros del mismo.

En el Articulo 4 del Convenio de Paris, del cual ya era
parte Colombia en el momento en que se presentd la
solicitud cuyas prioridades ahora reivindico, con lo cual
se cumple la reciprocidad exigida en el Articulo 12 de la
Decisién 344 del Acuerdo de Cartagena para con solicitudes
provenientes de los Paises Miembros del Acuerdo de
Cartagena.




ANEXO

El documento que acredita‘la calidad REPRESENTANTES LEGALES
en Bogotd de los doctores JOSE LLOREDA CAMACHO y/o ALFONSO
LLOREDA CAMACHO y/o JOSE ANTONIO LLOREDA para TODOS LOS
ASUNTOS RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos
abogados para actuar individualmente, se encuentra
protocolizado ante esa Divisién bajo el No. 13.957 . En
Consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria de cada
uno de dichos Representantes Legales para actuar dentro del
presente expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda
intervenir en cualquier tiempo respecto de la solicitud en él

contenida.

T.P. No. 10.784

CODIGO 231
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471 (1979), Saito et al., Nature, 289, 599,
(1981), G.P. Smith, Fating and Its Disorders,
A.J. Stunkard and E! Stellar, Eds, Raven Press,
New York, 67 (1984), como un regulador de 1la
contraccidén de la vesicula biliar y de la

secrecidén de enzimas pancredticas, un inhibidor

del vaclamiento gastrico, Y como un
neurotransmisor, ver A.J. Prange, supra, J.A.
Williams, Biomed Res., 3, 107 (1982), J.E.

Morley, Life Sci. 30, 479, (1982). La gastrina
es un péptido involucrado en la secrecidn de
acido gastrico y de pepsina en el estémago,‘ver
L. Sandvick, et al., American J. Physiology,
260, G295 (199%91), C.Ww. Lin, et al., American J.
Physiology, 262, G1113, (1992). La CCK vy 1la
gastrina comparten homologia estructural en su
tetrapéptido C-terminal: Trp-Met-Asp-Phe.

Se han 1identificado dos subtipos de
receptores de la CCK, designados como CCK-A vy
CCK-B, y ambos se han encontrado en los sistemas
nerviosos central y periférico. Recientemente se
ha reportado gue los receptores CCK-B son
similares al receptor de la gastrina, ver
Pisegna, J.R., de Weerth, A, Huppi, K, Wank,

S.A., Biochem. Biophys. Res. Commun. 189, 296-
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DERIVADOS DE 1,5-BENZODIAZEPINA

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencidén se refiere a novedosos
derivados de 1,5-benzodiazepina, a procesos para
su preparacidn, a composiciones farmacéuticas
gque los contienen y a su uso en medicina. Més
particularmente, se refiere a compuestos gue
exhiben una actividad agonista para los

receptores CCK-A.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La colecistocinina- (CCK, por sus siglas
en inglés) es un péptido encontrado en el tracto
gastrointestinal Y en el sistema nervioso

central, ver A.J. Prange et al., Ann. Reports

Med. Chem. 17, 31, 33 (1982), J.A. Williams,
Biomed Res. 3, 107 (1982) y V. Mutt,
Gastrointestinal Hormones, G.B.J. Green, Ed.,
Raven Press, N.Y., 169. La CCK ha sido implicada
inter alia como una hormona de sacledad

fisioldbgica involucrada en la regulacidédn del

apetito, ver Della-Ferra et al, Science, 206,

o




RESUMEN OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Se describe un proceso para la preparacidén de un
compuesto enantioméricamente enriquecido, de Férmula (I),
composiciones farmacéuticas que lo contienen y el uso de las
mismas, para el tratamiento de enfermedades o condiciones

mediadas por el CCK-A, tales como la obesidad.
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303 (1892). Los receptores ~CCK-A estan
localizados preddminantemente en los tejidos
periféricos que incluyen el pancreas, la
vesicula biliar, el ileon, el esfinter pildrico
y las fibras del nervio aferente vagal; los
receptores CCK-A se encuentran en un menor grado
en el cerebro, ver T.H. Moran, et al., Brain
Res., 362, 175-179 (1986), D.R. Hill, ét al.,
Brain Res, 4545, 101, (1988), D.R. Hill, et al.,
Neurosci Lett., 89, 133, (1988), R.W. Barret, et
al., Mol. Pharmacol., 36, 285, (1989), D.R.
Hill, et al., J. Neurosci, 10, 1070 (19%90), V.
Daugue et al., Pharmacol Biochem Behac., 33,
637, (1989), mientras que' los receptores CCK-B
se encuentran predominantemente en el cerebro,
ver V.J. Lotti y R.S.L Chang, Proc. Natl. Acad.
Sci. U.5.A., 83, 4923 (198¢6), J.N. Crawley,
Trends Pharm. Sci., 88, 232, (1991).

La actividad agonista de la CCK ha sido
asociada a la inhibicién de la 1ingestidén de
alimentos en animales, y de esta manera, a su
pérdida de peso, ver Della-Fera, et al. supra,
K.E. Asin, et al, Intl. Conference on Obesity,
resumen pp.40 (1990). Se ha sugerido que 1la CCK

actia en la periferia a través de 1las fibras
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vagales y no directamente en él. cerebro, para
producir saciedad, ver Smith, G.P. y Cushin,
B.J., Neuroscience Abstr., 4, 180 (1978), Smith,
G.P., Jerome, C., Cushin, B.J., Eterno, R., V%
Simansky, K.J., Science, 212, 687-689 (1981).

La patente norteamericana No. 5,646,140

(Sugg, et al.) describe ciertos compuestos de 3-
amino 1,5-benzodiazepina que exhiben una
actividad agonista por el receptor CCK-A,

permitiéndoles por ello modular las hormonas
gastrina y <colecistocinina (CCK) en maﬁiferos.
Ver en particular, el compuesto del Ejemplo 7.
Ciertos de estos compuestos exhiben también

actividad antagonista en los receptores CCK-B.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

De manera breve, en un aspecto, la
presente invencidn proporciona un compuesto
enantioméricamente enriquecido, de Férmula (I),
0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptable

del mismo.
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El compuesto de Fdérmula (I) es el dcido
3-{3-[1-(Isopropil-fenil-carbamoilmetil)-2,4-
dioxo-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-
benzo[b][1,4]diazepin-3-ilJureido}benzoico. Este
compuesto tiene un carbono gquiral en el anillo
de benzodiazepina. Los solicitantes han
encontrado dgue se prefiere el enantidmero que

hace girar la luz en la direccidn positiva, bajo

las condiciones descritas posteriormente. Este
enantidmero, al que se hace referencia
posteriormente en la presente, como el
enantidmero (+), tiene la configuracidén (S), de

acuerdo con la convencidédn Cahn Ingold Prelog.
Los solicitantes han encontrado gque este isébdmero
tiene propiedades mejoradas respecto a la mezcla
racémica y por lo tanto es mé&s conveniente que
la mezcla racémica para el tratamiento de 1la

obesidad y de otras enfermedades o condiciones
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71
6
mediadas pdr el CCK-A. Como M;e usa en la
presente, “enantioméricamente enriguecido”
significa gque hay méds del enantidmero (+) que
del enantidémero (-), lo cual es opuesto al caso
de la mezcla racémica, que tiene igualés
cantidades ae cada 1isbdmero. Como se usa en la

presente “el compuesto de esta invencidédn” o el 1
compuesto enantioméricamente enriquecido de esta
invencién”, Yy expresiones que contengan estas
frases o frases similares, incluyen las sales Yy
solvatos farmacéuticamente aceptables del mismo.
El “enantidmero (+)” se refiere a la rotacidn
O6ptica del enantidmero y no de las sales y
solvatos del mismo. Las sales Yy solvatos
preferidos seréan sales . vy solvatos del
enantidmero (+) del compuesto de Férmula (I) sin
importar la rotacidén o6ptica de la sal o solvato.
Preferentemente, el enantidmero (+) es
al menos el 90% de la cantidad total del
compuesto enantioméricamente enriquecido. Méas
preferentemente, el enantidmero (+) es al menos
el 96% de la cantidad total del compuesto. De la %
manera mas preferente, el enantidbmero (+) es al |
menos el 99% de la cantidad total del compﬁesto.

El enantidémero (+) de la presente
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invencidén exhibe una actividad égonista del CCK-
A y puede considerarse como un agonista total de
la colecistocinina, porque se enlaza a los
receptores CCK-A % estimula totalmente la
contraccidédn de 1la vesicula biliar y reduce 1la
alimentacién en modelos animales. Por ejemplo,
el enantidémero (+) de esta invencidén deberd ser
util paré el tratamiento de 1la obesidad, asi
como de patologias relacionadas, tales como 1la
hipertensidn, estasis de la vesicula biliar, vy
diabetes, indirectamente a través de la pérdida
de peso, y directamente a través del vaciamiento
gastrico retardado, mediado por el CCK-A. Ademéas
el enantidmero (+) descrito en la presente
proporciona nuevos enfoques para inducir la
saciedad, para proporcionar regulacidn del
apetito y para modificar el consumo de alimentos
en mamiferos, especialmente humanos, para
regular el -~ apetito, tratar la obesidad y
mantener la pérdida de peso.

Por lo tanto, en un aspecto adicional
de la presente invencidén, se proporciona en 1la
presente un método para el tratamiento, en un
mamifero, incluyendo al hombre, de una

enfermedad o condicién mediada por el CCK-4A, el

12
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cual comprende administrar a un paciente, una
cantidad terapéuticamente. efectiva del
enantidémero (+) de ésta invencién.

De acuerdo cbn otro aspecto, la

presente invencidén proporciona el uso de un

compuesto enantioméricamente enriquecido, de
esta invencidn, o de una sal o solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo, para la
fabricaciédn de un medicamento para el
tratamiento de enfermedades o) condiciones

mediadas por el CCK-A.

Los experimentados en la técnica
apreciaradn gque cuando en la presente se hace
referencia a tratamiento, este se extiende a 1la
profilaxis asi como al tratamiento de
enfermedades o sintomas establecidos. Ademéas, se
apreciara gue la cantidad del enéntiémero
preferido de la invencidédn, requerida para el uso
en el tratamiento, variara con la naturaleza de
la condicidén que se trate y con la edad y la
condicién del paciente, vy finalmente estara a
discrecidén del médico o veterinario que atienda
el caso. Sin embargo, en general, las dosis
empleadas para el tratamiento de humanos adultos

estaréan tipfcamente en el 1intervalo de 0.02 a

7
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5000 mg por dia, por ejemplo,ldé"i a 1500 mg por
dia. La dosis deseada se puede presentar
convenientemente en una sola dosis o como dosis
divididas administradas a intervalos aproplados,
por ejemplo, como dos, tres, cuatro o méas dosis
secundarias por dia.

Aungue es posible que e} compuesto
enantioméricamente enriquecido- de la presente
invencidén sea administrado terapéuticamente como

el producto gquimico en bruto, es preferible

presentar el ingrediente activo como una
composicién farmacéutica. Por consiguiente, 1la
presente invenciédn proporciona ademés una
composicidn farmacéutica que comprende el
compuesto enantioméricamente enriquecido, de

esta 1invencidn, Jjunto con uno o més portadores

y/o excipientes farmacéuticamente aceptables
para el mismo v opcionalmente, otros
ingredientes terapéuticos y/o profilacticos.
El(los) portador(es) y/o excipiente(s) para el
mismo debe (n) de ser “aceptable(s)” en el
sentido de qgue sea(n) compatible (s) con los

otros ingredientes de la formulacién y de gque no
sea(n) dafiino(s) al gue reciba la misma.

Las formulaciones de la presente

s
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invencidn incluyen aquellos formulados
especialmente para la administracién oral,
bucal, parenteral, implante, tépica o rectal,
sin embargo se prefiere la administracién oral.
Para -1la administracién bucal, la composicidn
puede tomar la forma de tabletas o pastillas
formuladas en una manera convencional. Las
tabletas y 1las céapsulas para la administracidn
oral pueden contener exciplientes convencionales
tales como agentes aglutinantes (por ejemplo,
jarabe, acacia, gelatina, sorbitol, tragacanto,
mucilago de almidén o) polivinilpirrolidona),
materiales de relleno (por ejemplo, lactosa,
aziucar, celulosa microcristalina, almiddén de
malz, fosfato de calcio o sorbitol), lubricantes
(por ejemplo, estearato de magnesio, acldo
estearico, talco, polietilenglicol o silice),
desintegrantes (por ejemplo, almiddédn de papa o
almidén glicolato de sodio) o) agentes

humectantes, tales como el lauril sulfato de

sodio. Las tabletas pueden ser recubiertas de
acuerdo con métodos bien conocidos en la
técnica, que incluyen los recubrimientos

entéricos.

Alternativamente, el enantidémero

5




10

15

20

25

11

preferido, de la presente invencién, puede

incorporarse en preparaciones ligquidas orales

tales como por ejemplo, suspensiones acuosas o
aceitosas, soluciones, emulsiones, jarabes o
elixires. Ademés, las formulaciones que

contienen este enantidmero preferido se pueden
presentar como un producto seco para su
constitucidn con agua u otro vehiculo adeéuado
antes de su uso. Esas preparaciones ligquidas
pueden contener aditivos convencionales tales

como agentes suspendentes, tales como Jjarabe de

sorbitol, metilcelulosa, Jarabe de
glucosa/azucar, gelatina, hidroxietilcelulosa,
carboximetilcelulosa, gel de estearato de
aluminio 5 grasas comestibles hidrogenadas;

agentes emulsificantes tales como la lecitina,
el monooleato de sorbitano o acacia; vehiculos
no acuosos (que pueden incluir aceites
comestibles) tales como el aceite de almendras,
aceite de COCO fraccionado, ésteres oleosos,
propilenglicol o) alcohol etilico; %
conservadores tales como los p-hidroxibenzoatos
de metilo o propilo, o el &cido ascoérbico. Esas
preparaciones se pueden formular también como

supositorios, por ejemplo, gque contengan bases

76
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12

convencionales para supositorios, tales como 1la

manteca de cacao u otros glicéridos.

Adicionalmente, las composiciones de la

presente 1invencidén se pueden formular para la

administracidédn parenteral por inyeccidn o ©por

infusidn continua. Las formulaciones para
inyeccidn pueden tomar formas tales como
suspensiones, soluciones, o} emulsiones en

vehiculos aceitosos o acuosos, y pueden contener
agentes para formulaciones, tales como agentes
suspendentes, estabilizantes y/o0 dispersantes.
Alternativamente, el ingrediente activo ©puede
estar en forma de polvo para su constitucidn con
un vehiculo adecuado (por ejemplo, agua estéril
libre de pirdgenos) antes de -su uso.

La composicidén de conformidad con la
invencidén se puede formular también como una
preparaciédn para depdsito. Esas formulaciones de

accidédn prolongada se pueden administrar mediante

implante (por ejemplo, subcutaneamente 0
intramuscularmente) 0 mediante inyecciobn
intramuscular. Por consiguiente, el enantidmero

preferido de la invencién se puede formular con
materiales poliméricos o hidrofdédbicos, adecuados

(por ejemplo, como una emulsidén en un aceite

77
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aceptable), resinas de intercamﬁio idénico o como
derivados escasamente solubles, como por ejemplo
una sal escasamente soluble.

las composiciones de conformidad con 1la
invencidén pueden contener entre 0.1 y 99% del
ingrediente activo, convenientemente de 30 a 95¢
para tabletas vy cépsulas, y de 3 a 50% para
preparaciones liguidas.

El enantidémero (+) de esta 1invenciédn
puede producirse fabricando primero la mezcla
racémica, tal como se describe en el Ejemplo 7
de la patente norteamericana No. 5,646,140 \%

luego separando los enantidmeros por

cromatografia quiral.

Alternativamente el enantidmero (+) se
puede preparar mediante la reaccidn del
enantidmero apropiado, especialmente el

enantidémero (S) de la amina de la férmula (II1);
AN(]
OJ\‘ o
N
<@l
N™ o

78
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con un 1isocianato de férmula (III} en donde R es
un grupo protector carboxiloc, por ejemplo, t-
butilo), una imidazolida de férmula (IV; en
donde R es un grupo protector carboxilo, por
ejemplo,‘ t-butilo) O un carbonato de fenilo
opcionalmente substituido, de férmula (V; en

donde R es un grupo protector carboxilo, por

ejemplo, t-butilo y R, es hidrdbégeno 0 un
substituyente fenilo convencional, por ejemplo,
NO2) seguida de la eliminacidn del grupo

protector carboxilo, R.

O=C=N—Q NQN/U\H _Q
COR

() ' (v) 2

5 |
. @\o/[l\u/@coza
V)

La reaccidn convenientemente toma 1lugar

en la presencia de un solvente adecuado tal como

un éter (por ejemplo tetrahidrofurano) ©c un
hidrocarburo halogenado (por ejemplo
diclorometano) o) nitrilo (por ejemplo

19
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acetonitrilo) a una temperatura que se encuentre
en el intervalo de 0 a 80 °C.

Convenientemente el enantidmero
requerido de la amina (II) se puede usar en la
forma de una sal del mismo, por ejemplo, una sal
del &cido R-camforsulfdénico y en esta modalidad
la reaccidén -'se puede llevar a cabo en la
presencia de una base, por ejemplo, de una amina

terciaria tal como la trietilamina.

La hidrdbélisis del grupo protector
carboxilo se puede llevar a cabo usando
procedimientos convencionales. (Protecting
groups 1n Organic Synthesis T. Greene, Ed.,
Wiley Interscience, New York, ple68, 1981). Asi,

por ejemplo, cuando R es un grupo t-butilo, este
se puede remover mediante hidrdlisis con un
acido apropiado tal como el &cido clorhidrico,
acido trifluorocacético o &cido férmico, usando
procedimientos establecidos. Por ejemplo,
mediante reaccién con &cido clorhidrico en un
solvente tal como el l1,4-dioxano, o mediante
reaccidn con 4&cido férmico en un solvente tal
como acetona o acetona acuosa Y con
calentamiento.

El enantidmero (S) requerido, de 1la
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amlna, de Fdérmula (II):
1LQ
OéLj 0
N
NH, an
NN

puede prepararse mediante la separacidédn de 1la
amina racémica ‘correspondiente, a trévés de
cromatografia por HPLC quiral, o a través de 1la
separacién asimétrica inducida por
cristalizacidén, a través de la sal del &acido R-
camforsulfénico.

La amina racémica (IT) se puede
preparar mediante el método descrito en el
Compuesto Intermedio 11 de la patente
norteamericana No. 5,646,140.

Alternativamente, la amina racémica
(II) se puede preparar mediante la reduccidn e
hidrogendélisis concomitantes de la oxima (VI) en

donde Rz es un grupo bencilo opcionalmente

substituido.
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N
@ N-OR,
N~ o
(V)
La reaccidn se lleva a cabo
convenientemente usando un catalizador de

paladio adecuado, por ejemplo paladio sobre
carbdén, por ejemplo Pd al 5% sobre carbdédn, en la
presencia de hidrdédgeno o de formiato de amonio
acuoso, Yy en un solvente tal como un alcanol
écuoso, por ejemplo etanol, isopropanol o
compuestos vélétiles metilados, industriales, o
tetrahidrofurano. Convenientemente la reaccidn
se lleva a cabo con calentamiento, por ejemplo
de 40 a 80° tal como 60 °C.

Ejemplos de grupos R, adecuados, para
el wuso en la reaccidn, incluyen el bencilo, o
bencilo substituido, tales como el -
metoxibencilo, o benzhidrilo.

La oxXxlima (VI) se puede preparar
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mediante la reaccién del derivado de orto-

fenilendiamina (VII)

SO

con un derivado activado del diédcido (VIII) en
donde R es un grupo bencilo opcionalmente

substituido.

HO
) OH

(vitry

Convenientemente el derivado activado
del diéacido (VIII) es el haluro de diacilo
correspondiente, por ejemplo el cloruro, y este
Se prepara 1in situ mediante la reaccién del
diacido (VIII) con un haluro de oxalilo, por
ejemplo cloruro de oxalilo. La reaccién se lleva

a cabo convenientemente en un solvente aprético,
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tal como un éster, por éjemplo écetato de etilo,
tolueno, diclorometano, dimetoxiéter o mezclas
de los mismos, 3% en la _presencia de
dimetilformamida.

El didcido (VIII) se prepara
convenientemente mediante la reaccioén de un
cetomalonato de dialquilo, por ejemplo un
cetomalonato de dietilo, con la hidroxilamina
correspondiente R,ONH, en un solvente tal como un
alcanol, por ejemplo etanol o] compuestos
volatiles metilados, industriales, Y en la
presencia de una base, por ejemplo piridina,
seguida | de la hidrélisis del malonato de
dialquil-oximino, correspondiente, usando
hidréxido de sodio acuoso.

En un aspecto adicional 1la invencidn

proporciona un proceso para preparar el
enantidmero (S) del compuesto de foérmula (I)
substancialmente libre del enantidmero (R)‘ del
mismo, de la amina racémica (I1) como se
describid anteriormente, en donde la amina

racémica (II) ha sido preparada a partir de 1la
oxima (VI) tal como se describidé anteriormente vy
mas particularmente, en donde la oxima (VI) ha

sido preparada a partir de los compuestos (VII)

24
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y (VIII).

Los 1isocianatos de Fdérmula (III) se
pueden comprar o pfeparar mediante 1la reaccidn
de la amina correspondiente (VI) con fosgeno o
trifosgeno en un solvente adecuado, tal como
cloruro de metileno. Las imidazolidas de Fdérmula

(IV) se pueden preparar mediante el tratamiento

de | la amina correspondiente (VI) con
carbonildiimidazol en un solvente adecuado
(diclorometano, éter, tetrahidrofurano) a una
temperatura que varie de 0 a 80 °C
(convenientemente a temperatura ambiente). -Los

carbamatos de fenilo opcionalmente substituidos
de Foérmula (V) se pueden preparar mediante 1la
reaccidén de la amina correspondiente (VI) con el
cloroformiato de fenilo opcionalmente
substituido, en la presencia de una base
(piridina, trietilamina) en un solvente adecuado

(diclorometano) y a una temperatura de 0 a

50 °C. Las .aminas de la férmula (VI) son

compuestos ya conocidos o se pueden preparar

mediante procedimientos analogos a aquéllos

usados para preparar los compuestos conocidos.
los siguientes ejemplos, gque no son

limitantes, ilustran la invencidn.
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En los ejemplos las abreviaturas tienen

los siguientes significados, EtOAc = acetato de
etilo; MeOH = metanol, DMF = N, N-
dimetilformamida; IPA = alcohol isopropilico;
IMS = compuestos volatiles metilados

‘industriales.

Compuesto Intermedio 1

Sal del 4&acido (+)-2-(3-Amino-2,4~-dioxo-5-fenil-

2,3,4,5-tetrahidrobenzo-[b]]{l,4]diazepin-1-il)-N-

isopropil-N-fenilacetamida camforsulfbénico

Se agitaron (+/-)-2-(3-Amino-2,4-dioxo-
5-fenil-2,3,4,5-tetrahidrobenzo-[b][l1,4]diazepin-
1-il)-N-isopropil-N-fenilacetamida (10 g) Y
adcido R-camforsulfdédnico (4.98 g) ., en
tetrahidrofurano (35 ml) y tolueno (65 ml) para
dar una solucién. La solucidbn se calentd a 70 °C

con la formacidédn de una suspensidén. Se adiciond

agua (0.4 ml) seguida de una solucidén de 2-
piridincarboxaldehido (0.24 qg) en tolueno (5
ml). La mezcla se calentdé a 70 °C durante 3

horas y luego se enfridé hasta 25 °C por 5 horas.
y se agité a 25 °C  durante 16 horas. la

suspensidén se enfrio subitamente hasta una
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temperatura de 0 a 5 °C por un tiempo de 1.5

horas. El sélido se recolecté por filtraciodn
lavando con tolueno/tetrahidrofurano (2:1) (10
ml). El secado in vacuo a 50 °C produjo el

compuesto del titulo como un sdélido blanco (12.6

g). Anélisis cromatogréfico: Eluyente: 30 % de

oo

alcohol isopropilico, 70 % de heptano + 0.05

de dietilamina; Columna: 25 c¢cm x 4.6 mm de
didmetro interno., Chiralpak AD; Flujo: 1
ml/minuto; Temperatura: 40 grados centigrados;
Deteccidn: UV 230 nm; Volumen de Inyeccidn: 10

pL; Solucidén muestra: 0.1 mg/ml; muestra en 30 %

de alcohol isopropilico, 70% de heptano. Las
soluciones muestra fueron inyectadas
inmediatamente después de la preparacidn.
Tiempos de retenciédén: enantidémero (+), 8.2
minutos. El1 enantidmero (=) no deseado (12.7
minutos) estuvo por debajo de los limites de

deteccidn.

Compuesto Intermedioc 2

Ester t-butilico del acido 3-Nitrobenzoico

Se adiciond t-butdéxido de potasio (3.82

g) a una solucidén de cloruro de 3-nitrobenzoilo
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(5.00 g) en tretrahidrofurano anhidro (70 ml) vy
se agitd bajo nitrdégeno por 2 horas. La mezcla
de reaccidén se concentrd in vacuo y se dividiéd
entre diclorometano y agua. Después de separar
las fases, la capa acuosa se vVvolvid a extraer
con acetato de etilo. Las capas orgédnicas se
combinaron, se secaron sobre sulfato de magnesio
anhidro, se filtraron y luego se concentrarén in
vacuo. El producto crudo se purificd sobre gel

de silice grado de evaporacién instanténea,

o©

usando un gradiente de 0 a 5 de acetato de
etilo en n-hexano. Las fracciones gue contenian
el producto se combinaron, se concentraron 1n

vacuo, Yy luego se secaron bajo alto vacio para

proporcionar el compuesto del titulo «como un
aceite (3.82 g). RMN 'H (300 MHz, CDCls3)8 = 1.63
(s, 9H); 7.62 (t, J = 7.9 Hz, 1H); 8.29-8.41 (m,

2H); 8.78-8.80 (m, 1H). MS (Cl): [M+H]® = 224.

Compuesto Intermedio 3

Ester t-butilico del acido 3-Amino-benzoico

Una solucidén de éster t-butilico del
acido 3-nitro-benzoico (3.77 g), en etanol

absoluto (50 ml) se combindé con paladio sobre

28
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carbédn (10.% en peso, 0.30 g) y se agitd bajo
hidrégeno atmosférico durante aproximadamente 3
horas. La mezcla de reaccién se filtrdé a través
de una almohadilla de tierras diatomaceas \Y%
luego se concentrdé in vacuo hasta un aceite que
cristalizo cuando se secd bajo alto vacio

proporcionando el compuesto del titulo como un

sblido color canela (3.28 g). RMN 'H (30 MHz,
cCDCls) 6 = 1.58 (s, 9H); 6.79-6.87 (m, 1H), 7.19
(¢, J=8.5 Hz, 1H); 7.24-7.34 (m, 1H),; 7.38 (d,

J=8.0 Hz, 1H). MS (Cl): [M+H]' = 194.

Compuesto Intermedio 4

Ester t-butilico del adcido 3-Isocianobenzoico

Se adiciondé trifosgeno (13.428 g) a uné
solucidédn del éster t-butilico del acido 3-
aminobenzoico (26.50 q) y trietilamina (38.23
ml) en tetrahidrofurano anhidro (600 ml) a wuna
temperatura de 0 a 5 °C. La mezcla de reacciébn

se agitd a una temperatura de 0 a 5 °C durante 2

horas, luego se concentrdé 1iIn vacuo hasta un
s6lido blanco. El1 producto crudo se incorpord
como una pasta liquida en hexano (500 ml), se

filtrd, y el filtrado se concentrd in vacuo para
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producir el compuesto del titulo como un aceilte

(21.54 g, 71.6 %). El isocianato crudo se usd
sin purificacién adicional. RMN 'H (300 MHz,
CDhCls) &6 = 1.59 (s, 9H); 7.23 (sefial amplia,

J=7.8 Hz, 1H); 7.36 (t, J=7.8 Hz, 1H); 7.69

(sefial amplia, 1H); 7.81 (d, J=7.8 Hz, 1H).

Compuesto Intermedio 5

Ester t-butilico del acido (+)3-{3-[l1-(Isopropil-

fenil-carbamoilmetil)-2,4-dioxo-5-fenil-2,3,4,5-

tetrahidro-1H-benzo|[b][l,4]diazepin-3-il]-

ureidolbenzoico

Método A

El compuesto intermedio (I; 66.30 g) se
adiciondé lentamente a una solucidn de éster t-
butilico del &cido 3-Isociano-benzoico (21.54 gqg)
en tetrahidrofurano ‘anhidro (750 ml). A la
mezcla de reacciodn se adiciond trietilamina
(13.70 ml) gota a gota. La mezcla de reacciédn
resultante se agitod a temperatura ambiente
durante toda la noche. La mezcla de reaccidén se
vertidé en agua (3000 ml) para producir un sélido
blanco. El sélido se recolectd por filtracién

lavando con agua (3 X 500 ml). El1 secado por
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filtracidén con vacio produjo el compuesto del

titulo como un s6lido Dblanco (65.01 g) . El
compuesto del tifulo crudo se usod sin
purificaciédén adicional. Caracterizaciodn
cromatogréafica: Eluyente: Alcohol isopropilico
30%, Heptano 70% + Dietilamina 0.05%. Columna:

25 cm x 4.6 mm de diametro interno, Chiralpak
AD; Flujo: 1 ml/minuto; Temperatura: 40 grados
C; Deteccidn: UV 230 nm; volumen de inyeccidn:
10 uL; Solucidédn de muestra: muestra de 0.1 mg/ml
en 30% de alcohol isopropilico, 70% de heptano.

Las soluciones de muestra fueron inyectadas

inmediatamente después de la preparacidn.
Tiempos de retencidn: enantiémero (+) : 15.6
minutos. El enantidémero (-) no deseado: (13.3
minutos) estuvo por debajo de los 1limites de

"detecciédn.

Método B

A una suspensidén de carbonildiimidazol
(13.2 ¢g) en diclorometano (55 ml), con agitacién
a 20 °C, se adiciondé, gota a gota, una solucidn
de éster t-butilico del 4&cido 3-aminobenzoico

(15.8 g) en diclorometano (40 ml) por 30

3/
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minutos. La solucién resultante se agitdé a 20 °C

durante 1 hora. A esta solucidén se adiciondé una

sclucidédn del Compuesto Intermedio 1 (50 g) en
diclorometano (130 ml) durante 5 minutos. la
‘reaccién se enfrid sibitamente mediante la

adicidén de agua (200 ml) y se agitd durante 10
minutos. Las fases se separaron y la fase
organica se lavdé con agua. la fase orgéanica se
concentrdé a presién.atmosférica Yy Se removieron
100 ml de diclorometano ©por destilacién. Se
adiciond éter t-butilmetilico (700 ml) y la
mezcla se agitd durante toda la noche a 20 °C.
El s6lido se recolectd por filtracidén y se lavd
con eéeter t-butilmetilico (100 ml) y se secd 1in

vacuo a 45 °C para proporcionar el compuesto del

titulo como un sdélido blanco (42 g, 63 mmol).

Compuesto Intermedio 6

2-[(benciloxi)imino]lmalonato de dietilo

Se adiciondé cetomalonato de di-etilo
(60 g) a 20 °C, a una suspensidén agitada de 0-
bencilhidroxilamina (57.8 g) en IMS (500 ml) gue
contenia piridina (30 ml) . La reacciébén se

calenté a 75 °C por 4 horas. La reaccidén se

X
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enfrid y los sqlventes se removieron bajo
presidén reducida. E1 residuo se dividid entre
EtOAc (500 ml) y agua (300 ml) y la capa
organica se separd, se lavd con agua (250 ml) vy
se secd sobre MgSO,s. Los solventes se evapéraron

para dar el compuesto del titulo 95.3 g, como un

aceite incoloro (99%, aproximadamente 3% p/p de
EtOAc residual) gue se usd6 sin purificacidn
adicional.

RMN 'H (300 MHz, CDCls) 7.4 (m, 5H), 5.35 (s,

2H), 4.35 (m, 4H), 1.3 (m, ©6H).

Compuesto Intermedio 7

Acido 2-[(benciloxi)imino]malédénico

A una solucidén del compuesto intermedio
6 (40 g) en MeOH (80 ml) se adiciondé NaOH 2M
(200 ml) por 20 minutos. La reaccidn se agitd a
temperatura ambiente por 2 horas. El1 MeOH se
removidé bajo presidn reducida vy la solucibdn
residual se acidificdé hasta pH 2 mediante 1la
adicidn, gota a gota, de HC1 concentrado
(aproximadamente 30 ml) mientras se enfriaba para
mantener la temperatura por debajo de 35 °C. Se

formé una pasta liquida espesa, color blanco, la
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cual se diluyd con agua (50 ml) para ayudar a la
movilidad. Los s6lidos se recolectaron por
filtracién, se lavaron con agua fria (25 ml) vy
se Secaron in vacuo a 55 °C para dar el

compuesto del titulo como un sélido blanco (17

g) dque contenia aproximadamente 10 & p/p de sales
inorganicas residuales. Rendimiento corregido
aproximadamente de 45 %. Se usd sin purifiéacién
adicional.

RMN *H (300 MHz, D»20) 7.4 (m, 5H), 5.2 (s, 2H).

Compuesto Intermedio 8

2-[-3~[(Benciloxi)imino]-2,4~-dioxo-5-fenil-

2,3,4,5-tetrahidro-1H-1,5-benzodiazepinil) -N-

isopropil-N-fenilacetamida

Se adiciondé <cloruro de oxalilo (38.3
g), gota a gota (durante aproximadamente 1 hora)
a una suspensidn agitada del compuesto
intermedio 7 (40 g, corregido por el contenido
de sal a 31.4 g) en EtOAc (200 ml) gue contenia
DMF (0.5 ml, 5% en mol). La mezcla se agitd a 25
°C por 0.5 horas y luego se filtré a través de
una almohadilla de Dicalite, se lavd con EtOAc

(40 ml) para dar una solucidédn de color amarillo

3
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claro.. La éolucién se adiciond (aproximadamente 5
minutos) a una pasta liquida agitada de N-
isopropil-N-fenil-2-(2-fenilaminofenilamino) -

acetamida (50 g) en EtOAc (120 ml) a 25 °C. La
mezcla se calentdé hasta 60 °C y se formdé una
solucién de color purpura obscuro. Después de 1
hora se removidé EtOAc (200 ml) por destilacidn

atmosférica. Se adicionaron IPA (120 ml) vy agua

(40 ml) y la mezcla se destildé adicionalmente
para remover mas solvente (80 ml). Se
adicionaron IPA (40 ml) vy agua (40 ml) vy se
destild wuna cantidad adicional de solvente (80
ml). La mezcla de reaccién se enfridé hasta 25 °C

por 1.5 horas y los sdélidos se recolectaron por
filtracién. Los sdéblidos se lavaron con IPA (2 X
120 ml), agua (1 X 120 ml) vy finalmente IPA
nuevamente (1 X 40 ml) vy luego se secaron in

vacuo a 55 °C para dar el compuesto del titulo

como un polvo de color rosado salmdén (56.6 g).

RMN 'H (300 MHz, CDCls) mezcla 2:1 de isémeros
alrededor de la oxima 7.6-6.95 (m. 18H), 6.9 (t;
1H), 5.3 (m, 2H), 4.95 (m, H), 4.65 (d, 0.33H),
4.4 (d, 0.67H), 4.1 (d, 0.67H), 4.0 (d, 0.33H),

0.95 (m, 6H).
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Compuesto Intermedio 9

(£t)-2-(3-Amino-2,4-dioxo-5-fenil-2,3,4,5-

tetrahidrobenzo-[b][{l,4]diazepen-1-il) -N-

isopropil-N-fenilacetamida

A una suspensidén agitada del compuesto
intermedio 8 (3 g) y formiato de amonio (2.08 g)
en IMS (30 ml) y agua (3 ml) se adiciondé Pd al
5¢4/C (50% p/p en agua) (0.25 g). La mezcla se
calenté bajo una atmésfera de nitrdégeno a 60 °C
durante toda 1la noche. La mezcla de reaccidn
caliente se filtré a través de Dicalite ‘para
remover el catalizador. El1 catalizador se lavd
con IMS caliente (60 ml) y se filtro. Los
filtrados se concentraron bajo presidn reducida

para dar el compuesto del titulo como un sdélido

blanco (2.34 g).

Ejemplo 1

Separacién Cromatogradfica de Enantidémeros

Acido (+) v (-)-3-{3-]J1-(Isopropil-fenil-

carbamoilmetil)-2,4-dioxo-5-fenil-2,3,4,5-

tetrahidro-1H-benzo|b][l,4]diazepin-3-il]l-ureido}

‘benzoico
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Se prepard acido 3-{3-[1-(Isopropil-
fenil-carbamoilmetil)-2,4-dioxo-5-fenil-2,3,4,5-
tetrahidro—lH-benzothl,4]diazepin—3—il]—ureido}'
benzoico racémico como se describidé para el
ejemplo 7 en la patente norteamericana No.
5,646,140 y se separd por HPLC gquiral bajo 1las
siguientes.condiciones: columna de 250 X 4.0 um
(diémetro interno), Diacel Chiracel OD-R 5 um;
el eluyente fue de 80:20:0.1:1, 80 partes de
acetonitrilo, 20 partes de agua, 0.1 parte de
trieﬁilamina, y 1 parte de &cido acético; -la
longitud de onda de deteccidn UV es de 230'nm;
la temperatura fue la ambiente; el flujo fue de
1 ml/minuto; y el volumen de inyeccidn fue de 20
ul. Bajo estas condiciones- el enantidmero (+)

tuvo un tiempo de retencidn de 6.50 minutos y el

isdémero (~-) tuvo un tiempo de retencidn de 3.89
minutos.

Ejemplo 2

Acido (+)-3{3-[1-(Isopropil-fenil-carbamoil-

metil)-2,4-dioxo-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-

benzof[b][1l,4]diazepin-3-il]-ureido}benzoico

Método A

37
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Se agitdé éster t-bugiiico del 4&cido
(+)-3{3-[1-(Isopropil-fenil-carbamoilmetil)-2,4-
dioxo-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-
benzo[b]{l,4]ldiazepin-3-il]l-ureido}lbenzoico
(compuesto intermedio 5: 65.01 g) en dcido
clorhidrico 4N en dioxano (280 ml) a temperatura
ambiente durante 6 horas. La mezcla de reaccidn
se concentrd in vacuo y el s6lido/aceite
resultante se triturdé en agua para producir un
s6lido blanco. El1 sbélido blanco se recolectd por
filtracién y se lavé con agua (2 X 500 ml). EI
producto crudo se disolvid en acetona caliente
(250 %l) Yy se adicioné agua (275 ml) hasta que
la solucidn se volvid turbia. Se adiciond
acetona adicional (40 ml). y 1la solucidn se
calentd hasta que se obtuvo una solucién clara.
La solucidén se dejd a un 1lado y se le dejob
enfriar. El s6lido blanco resultante se
recolectd por filtracidn, se lavd con agua (3 X
100 ml) y se secé bajo una campana de vacio
(50.8-63.5 cm de Hg (20-25 plg de Hg)) a una
temperatura de 40 a 50 °C, para proporcionar el

compuesto del titulo como un sbélido Dblanco

(40.496 g). Se analizd su pureza mediante

cromatografia quiral (ver el protocolo de
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Almiddébn glicolato de sodio 15 mg
Estearato de magnesio USP 0.75 mg
Peso de llenado 150 mg
El ingrediente activo, la celulosa
microcristalina, Y el almiddén glicolato de

sodio, se tamizan a través de un tamiz con malla

5 de 590 micrones, se mezclan entre si \% se
lubrican con estearato de magnesio gque se habia
tamizado a través de un tamiz de 250 micrones.
La mezcla se llena en capsulas de un tamaifio
adecuado.

10 b.

Ingrediente activo : 6 mg
Monohidrato de lactosa USP 130.5 mg
Povidona USP 6 mg
Crospovidona NF 6 mg
Estearato de magnesio 1.5 mg
Peso de llenado 150 mg

El 1ingrediente activo y la lactosa se
mezclan entre si y se granulan con una solucidn
15 de povidona. La masa huUmeda se seca y Se muele.

El estearato de magnesio y la crospovidona se
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tamizan a través de un tamiz de 250 micrones vy
se mezclan con los granulos. La mezcla
resultante se llena en cépsulas de gelatina dura

de un tamafo adecuado.
ENSAYOS BIOLOGICOS

Los enantidmeros (+) y (-) y la mezcla
racémica se caracterizaron en los siguientes
ensayos. Los resultados de estos ensayos se

resumen en la tabla posterior.

Preparacién del Tejido de Vesicula Biliar de

Cobayo

Se retiraron vesiculas biliares de
cobayos Hartley machos, sacrificados con
atmdésfera de COz. A las vesiculas biliares se les
elimind el tejido conectivo adherente Y% se
cortaron en dos anillos de cada animal (de 2 a 4
mm de longitud). Los anillos se suspendieron en
camaras para Organos gque contenian una solucidn
salina fisioldégica (Nacl 118.4 mM, KCl1 4.7 nM,
Mg50, 1.2 mM, CaCl, 2.5 mM, KH,POs 1.2 mM, NaHCOs;

25 mM, dextrosa 11.1 mM). La solucién del barfio
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se mantuvo a 37 °C y se aired cdﬁ 95% de 0,/5% de
CO2, para mantener un pH = 7.4. Los tejidos se
conectaron mediante cadenas de oro y alambres de
montaje, de acero 1inoxidable, a transductores

isométricos de desplazamiento de fuerza (Grass,

Modelo FTO3 D). Las respuestas se registraron'en
un poligrafo (Grass, Modelo 7E). Un tejido de
cada animal sirvid cComo un control de

tiempo/solvente y no recibidé el compuesto de
prueba. Los anillos se estiraron gradualmente
(por un periodo- de 120 minutos) hasta una
tensidén basal de reposo de 1 g la cual se
mantuvo a través del experimento. Durante el
periodo de ajuste de la tensidén Dbasal, los
anillos ée expusieron a acetilcolina (107% M)
cuatro veces, para verificar 1la contractibilidéd
del tejido. Los tejidos se expusieron luego a
una dosis por debajo de la dosis méaxima, de CCK-
8 sulfatada (Sigma, 3 X 1077 M).

Después de obtener una respuesta
estable, los tejidos se lavaron 3 veces
rapidamente y después de 5 a 10 minutos, por 1

hora, para reestablecer una linea base estable.

41
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Valores de EC50 del Agonista.

Los compuestos se disolvieron en
dimetilsulféxido (DMSO) luego se diluyeron con
agua y Sse ensavaron a través de una curva de
concentracidén-respuesta, acumulativa, para el
compuesto de prueba (de 107'' a 3 X 107> M)
seguida de una curva de cOncentracién—respﬁesta
para CCK-8 sulfatado (de 107'° a 10°° M) en 1la

presencia de la concentracidédn méas alta del

compuesto de prueba. Como una prueba final, se
adiciondé acetilcolina (1 mM) para inducir 1la
contracciodn maxima. Para cada compuesto de
prueba se realizaron un minimo de tres

determinaciones de actividad.

Evaluacidén de lineas celulares gque contenian el

receptbr CCK estable.

Los clones de c¢cDNA para los receptores
CCK-A'® o CCK-B'? humanos, se ligaron en el
vector pcDNAl-Neo de Invitrogen Corp (San Diego,
CA) para la transfeccidén directa. E1l DNA se
prepard a través del método de lisis alcalina vy

se transfectd a células CHO-K1 (ATCC, Rockville,

dE |
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MD) usando el reactivo Lipofecfinz4 (Gibco BRL,
Gaithersberg, MD). Los transfectantes westables
se seleccionaron inicialmente mediante el uso de
Geneticin (Gibco BRL) y las células resistentes
gue contenian el receptor se enrigquecieron

mediante clasificacidédn de células activada por

fluorescencia, en base al enlazamiento dé
Fluoresceina—Gly—[(Nle28,31]—CCK—8. Las lineas
clonales se establecieronv subsecuentemente

mediante el método de dilucidén limitante.

Preparacién de membranas celulares.

" Se cultivaron células CHO-K1

transfectadas establemente con cDNA del receptor

CCK-A o CCK-B, a 37 °C bajo una atmésfera
humidificada (95 % de 02/5% de CO,) en medio F12
de Ham complementado con 5% de suero de bovino
fetal 1inactivado térmicamente. Las células se
subcultivaron dos veces semanalmente Yy se
cultivaron hasta una densidad de 2 a 4 millones
de células/mL. Las células se recolectaron por
centrifugacién (600 X g, 15 minutos, 4 °C) y se
volvieron a suspender en amortiguador (20 mL, pH

7.4) que contenia TrisHC1l (25 mM), EDTA (5 mM),

47
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EGTA (5 mM), fluoruro de fenilsulfonilo (0.1 mnmM)
e inhibidor de tripsina de soya (100 pg/mL). las
células se rompieron con un homogeneizador de
teflén vy vidrio motorizado (25 veces) y el
homogenato se centrifugd a baja velocidad (600 X
g, 10 minutos, 4 °C) . El sobrenadante se
recolectd \% centrifugd a elevada velocidad
(500,000 X g, 15 minutos, 4 °C) para formar
pelotillas de 1la fraccidén en particulas. Las
pelotillas a baja velocidad se procesaron tres
veces adicionales. las fracciones de particulas

a alta velocidad se combinaron y se volvieron a

suspender en amortiguador (1-5 mg de
proteina/mL) Yy se congelaron a -80 °C. La
concentracioén de proteinas se determind de

acuerdo c¢con las instrucciones del fabricante,
usando reactivo BioRad y albumina de suero de

bovino como un estéandar.

.Ensayos de Enlazamiento al Receptor.

Se disolvié '?°I-Bolton Hunter CCK-8
(Amersham, 2000 Ci/mmol) en amortiguador ©para
enlazamiento (pH 7.4, 100,000 cpm/25 uL) que

contenia HEPES (20 mM), NaCl (118 mM), KC1 (5
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mM), MgCl, (5 mM) y EGTA (1 mM). E1l1 enlazamiento
no especifico se determiné con MK-3292° (10 uM,
CCK-A) o 1L-365,2602 (10 uM, CCK-B). Los
compuestos de prueba se disolvieron en DMSO a
una conéentracién concentrada de 100 veces la
concentracidén del ensayo final y se diluyeron a
concentraciones apropiadas con amortiguador para
enlazamiento. Los ensayocs de enlazamiento se
realizaron por triplicado usando placas de 96
pozos, a las cuales se les adiciondé lo siguiente
Secuencialmente: compuesto de prueba (25 ulL),
'?°I-Bolton Hunter CCK-8 (25 pulL), amortiguador
(pH 7.4, 150 uL) y preparacién del receptor (50
pL) .. La concentracidédn final de DMSO fue de 1%
en todos los pozos de ensayo. después de 3 horas
a 30 °C la incubacién se terminé por filtracién
rdpida de la mezcla sobre filtros de 'vidrio
(Whatman GF/B) con lavado subsecuente para
eliminar el ligando no enlazado. La
radiactividad de enlazamiento fue cuantificada

por conteo gamma.

Mediciones del Calcio Intracelular:

Se cultivaron células CHO-K1
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transfectadas establemente con receptores hCCK-A
o hCCK-B, sobre <cubreobjetos de vwvidrio, hasta
una confluencia dev 75-90%. las células se
cargaron por 50 minutos en medio de cultivo sin
suero, dgue contenia FURA2-AM 5 mM y probenecid
2.5 mM. Se usd6é un analizadorv de calcio, JASCO
CAF—lOZ,k para medir los cambios en la
concentracidén del calcio intracelular, mediante
técnicas radiométricas estadndares, usando

longitudes de onda de excitacidén de 340 nm y 380

nm. Las células se perfundieron con
concentraciones crecientes de CCK-8 (n = 2) o
compuestos (n = 2) hasta que se obtuvo un valor
en la relacidén de 340/3890. Se germitié un

periodo de lavado/recuperacidén de al menos 10
minutos entre estimulaciones sucesivas. La
respuesta méxima se normalizdé hasta la respuesta
maxima inducida por el CCK-8. Las ECso se
calcularon a la concentracidén requerida para
inducir la respuesta semimaxima. Ademas de las
curvas de concetracidén-respuesta del ‘agonista,
las células CHO-K1 gue eXxpresaban el CCK-B
humano, se perfundieron por 1 hora <con tres
concentraciones de 1los compuestos (107%, 1077,

107°® M, n = 2), 1luego se obtuvieron curvas de
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respuesta a la concentracidén, para el CCK-8 (de

10712 a2 1079 .

Ensayos de Anorexia:

Ratas Long-Evans Macho (225-300 g) se
condicionaron por dos semanas a consumir unha
dieta liguida apetitosa (Bio-Serve Fle657,
Frenchtown, NJ) después de un ayuno de 2 horas.
El dia del pretratamiento las ratas se
sometieron a ayuno (100 minutos) y se inyectaron
IP con el vehiculo del féarmaco (propilenglicol,
PG, 1 mL/kg) y una precarga oral de solucién
salina (NaCl al 0.9%, 8 mL/kg). Se permitid el
acceso a la dieta liquida por 20 minutos después
y se midid el consumo a los 30, 90 vy 180
minutos. Para calificar el estudio de
tratamiento con el féadrmaco las ratas tenian que
consumir al menos 8 mL de dieta liquida dentro
de los primeros 30 minutos el dia del
pretratamiento. El1 dia siguiente, seguido de 1la
privacién de 100 minutos, las ratas (de 8 a 10
animales por dosis) se trataron IP o PO con el
vehiculo (PG, 1 mL/kg) o varias dosis (de 0.01 a

10 umol/kg) del compuesto de prueba disuelto en
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PG (1 mwmL/kg), inmediatamente seguido de la
precarga oral de solucidén salina. Se permitiéd
nuevamente el acceso al alimento, 20 minutos

después, y se mididé el consumo de alimento a los
30, 90 y 180 minutos. Todos los datos de consumo
de alimento se normalizaron para cada rata, a
los respectivos valores del dia del
pretratamiento. La potencia se determind a 1los
30 minutos y la eficacia a los 30 minutos, dosis

de 1 umol/kg.

Ensayo de vaciamiento de vesicula biliar en

ratdén:
Makovec, F.> Bani, M.; Cereds, R.;
Chiste, R.; Paccini, M. A.; Revel, L.; Rovati,

L. C. Antispasmodic Activity on the Gallbladder
of the Mouse of CR1409 (Lorglumide), a Potent
Antagonist of Peripheral Cholecystokinin.

Pharmacol. Res. Commun. 1987, 19, 41-51.

Valores Papp:

Una medicidn de la permeacidn

intestinal determinada usando el ensayo in vitro
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de Arturssbn P. v Karlson J. 1991, Biochem.

Biophys Res. Common. 175, 880-885 (Correlaciédn
entre la absorcién de farmacos orales en humanos
y los coeficientes de permeabilidad aparente del
fadrmaco, en las células epiteliales,

intestinales, humanas (CACO-2)).




Comparacién Farmacoldégica de Enantibmeros y Racematos

Ensayo Enantidmero Enantidémero |Racemato
(+) (=)

In vitro

GPGB ECso (nM) 9.3 63 40

HCCK-A ICsp (nM) 148 191 123

HCCK-A ECso (nM) 150 298 252

HCCK-B K; (nM) 3.2 22.3 10

HCCK-B ECso (nM) Antagonista Antagonista |Antagonista

Relacidén de 46 8.6 12.3

Selectividad!

Papp (x 107 cm/s) |1.6 0.7

in vivo

Anorexia en Rata

EDso IP (umol/kg) 0.034 0.48 0.06

EDso PO (pmol/kg) 1.1 Inactivo® .0

Vesicula Biliar de

Ratén

Ensayo de

Vaciamiento

EDso IP (umol/kg) 0.002 0.012 0.007

EDso PO (pmol/kg) 0.007 Inactivo? 0.055

1. Relacioén de Selectividad = IC50 (hCCK-A)/Ki (hCCK-B)

N

inactivo hasta 10 pmol/kg

3. No hubo reduccién significativa en la alimentacidn,

observada con dosis de hasta 10 umol/kg.
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Tres actividades biolégicas inesperadas
distinguen el enantidmero (+) del enantiémefo
(=) y el racemato; Dos de estas actividades se
refieren a la eficacia mejorada del CCK-A, que

hubiese mejorado la actividad Dbenéfica de este

enantidmero. La tercera se refiere a la
actividad antagonista hacia el CCK-B, del
enantiémero (+), que hubiese probado ser

benéfica por su menor toxicidad.

El enantidmero (+) fue cuatro veces méas
potente que el racemato en la prueba de vesicula
biliar de cobayo aislada, in vitro, (“GPGB”, por
sus siglas en 1inglés). El1 enantidmero (+) fue
ocho veces mé&s potente que el racemato en el
ensayo de vaciliamiento de -vesicula biliar de
ratdédn (dosificacidédn oral). Se espera gue esta
potencia incrementada sea benéfica en el
tratamiento de la estasis de la vesicula biliar
Yy en el tratamiento de la obesidad, dado gue 1la
estasis de la vesicula biliar es un problema
critico con la pérdida réapida de peso.

Los agentes anorécticos se usan
crbénicamente vy por lo tanto es esencial que
posean minimo riesgo de toxicidad. la toxicidad

primaria asociada con el uso de la
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colecistocinina es concomitante con la actividad
agonista del receptor CCK-B. La activacidén del
receptor CCK-B ésté asocliada principalmente con
la ansiedad incrementada vy con la secrecidn
incrementada de &cido géastrico. La utilidad de
antagonistas del CCK-B ha sido explorada, tanto
para el desarrollo de agentes ansioliticos como
de agentes antiulcerosos. Ver, por ejemplo,
Lowe, J, “Cholecystokinin-B Receptor
Antagonists” en Exp. Opin. Ther. Patents, 5(3),
pp 231-237 (1995).

El subtipo del recepetor CCK,
predominante, en el béncreas de roedores, es el
subtipo CCK-A, y 1la activacién de este subtipo
induce la hiperestimulacidén pancreatica y la
hipertrofia en roedores. Ambas de estas
actividades se consideran indeseables.
Recientemente se ha reportado la distribucién en
el tejido, de los receptores CCK, en tejidos
humanos. Sorprendentemente, el subtipo -de
receptor, predominante, en el pancreas humano,
es el subtipo de receptor CCK-B. Ver, por
ejemplo, Wank, S. aA., “"Cholecystokinin
Receptors” en American Journal of Physiology -

Gastrointestinal & Liver Physiology, 32(5):, pp




10

15

20

25

52

G628-G646, (1995) . Asi, en humanos,  la
activacidn del receptor CCK-B (actividad
agonista CCK-B) podria inducir la ansiedad vy

secrecidn de 4&cido géastrico, incrementados, asi
como la hiperestimulacidn e hipertrofia
pancreatica con el uso prolongado.

Para disminuir el riesgo de la
actividad agonista del CCK-B, no deseable, in
vivo, el compuesto preferido debera tener
afinidad por el receptor CCK-B y tener una

actividad antagonista por el CCK-B, mensurable,

en ensayos in vitro. Ambos enantidédmeros y el
racemato son antagonistas del CCK-B. Aunque

todas 1las tres composiciones tienen afinidades

(IC50) % eficacias (EC50) similares por el
receptor CCK-A , el enantidmero (+) tiene 1la
afinidad (IC50) vy selectividad (46 veces) mé&s

altas por el receptor CCK-B. Asi, se prefiere el

enantidémero (+) tanto en términos de potencia y

eficacia del CCK-A, como en términos de la
potencia minima respecto a los efectos
secundarios téxicos inducidos por el CCK-B.

El enantidmero (+) de la 1invencidn es
esencialmente no toéxico en las dosis

terapéuticamente utiles. Por ejemplo, en
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estudios orales con una sola dosis, se encontrd
que la dosis méxima no letal era mayor que 2000
mg/kg en ratas y de 1000 mg/kg para ratones

machos y de 500 mg/kg para ratones hembra.
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REIVINDICACIONES

= 50
1. El compuesto caracterizado porgue es
el dcido 3-{3-[1-(Isopropil-fenil-carbamoilmetil) -2, 4~

dioxo-5-fenil-2, 3,4, 5-tetrahidro-1H-benzo[b][1, 4]diazepin-3-

>

ilJureido}benzoico enantioméricamente enriquecido,> o una
sal o solvato farmacéuticamente aceptable del

mismo.

2. El compuesto enantioméricamente
enriquecido de conformidad con la reivindicaciédén
1, caracterizado porque el enantidmero (+), o
una sal o solvato farmacéuticamente aceptable

del mismo, es al menos el 90% de ese compuesto.+

3. El compuesto - enantioméricamente
enriquecido de conformidad con la reivindicacién
1 o} con la reivindicacién 2, caracterizado
porgque el enantidémero (+), o una sal o solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo, es al

menos el 99% de ese compuesto.

4. Una composicidn farmacéutica
caracterizada porque comprende el compuesto

enantioméricamente enriquecido de conformidad

A i ialel=
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con cualesquiera de las reivindicaciones de la 1
a la 3, en una mezcla con uno o mas portadores
y/o excipientes farmacéuticamente aceptables.

Sf%Un método para el tratamiento de una
enfermedad o condicién mediada ©por el CCK-A,
caracterizado porgque comprende la administracién
de una cantidad efectiva de un compuesto de
conformidad con cualesquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 3.

6é¥Un método para el tratamiento de una
enfermedad o condicién mediada por el CCK-A,
caracterizado porque comprende la administracién
de la composicién farmacéutica de conformidad
con la reivindicacidén 4.

f? El método de <conformidad con la
reivindicacidn 5 o con la reivindicacién 6,
caracterizado porgque la enfermedad o condicién
es la obesidad, la estasis de la vesicula

biliar, o la diabetes.

8. El método conformidad con la

reivindicacién 5 o) con la reivindicacidn 6,

¢0
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caracterizado porque la enfermedad o condicién

es la obesidad.

X
9. El uso de un compuesto de
conformidad con cualesquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 3 en la
fabricacidn de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad o) condicidn

mediada por el CCK-A.

10. Un proceso para la preparacidén de
un cdmpuesto de conformidad con 'la
reivindicacidn 1, _ caracterizado porgque
comprende:

(a) la separacidédn . del 3-[3-[1-(isopropil-
fenil-carbamoilmetil) -2, 4-dioxo-5-fenil-2, 3,4, 5-tetrahidro-
1H-benzo[b][1, 4]diazepin-3-illbenzoico racémico, por
cromatografia de liquidos de alta resolucidén, quiral;

(b) la reacciodn del enantidémero

&7

apropiado de la amina de férmula (II).AI————-_____Q
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N NH, (1

Con el ispcianato de férmula (III), imidazolida
de férmula (IV) o carbamato de fenilo
opcionalmente substituido de férmula (v),
seguido de 1la eliminacién del grupo protéctor

carboxi, R.

' 0
O=C=N . N%NJLH
\—=/
O.R
(u) 2 ) COR

11. Un proceso de conformidad con 1la
reivindicaciédén 10, caracterizado porque el
compuesto requerido, de la reivindicacién 1, se
Prepara mediante la amina racémica (II) que ha

sido preparada por la reduccidén e hidrogendélisis
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concomitantes, de la oxima (VI),

A%Q
5 @%&

10 (V1)
en donde Rz es un grupo bencilo opcionalmente

substituido.

12. un proceso de conformidad con la

15 reivindicacién 11, caracterizado pocrgque la oxima
(VI) se prepara a partir de la
ortofenilendiamina (VIT) Y un derivado activado

del di&cido (VIII),

20 __oR,

(Vi)
)

25
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un grupo bencilo dpcionalmente

44
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o Nombre e identificacion del inventor o disefiador

MODELO DE UTILIDAD [ |

[1]
(1]
[1]
(1]
[]
[1]
(1]

INCOMPLETA [ |

[1]
1]

o Indicacion del género de productos para los cuales debe utilizarse []

o Representacion grafica

o Comprobante de pago

COMPLETA[ ]

"

Firma Responsable

Fecha:

[]
[1]

INCOMPLETA [ ]

Carrera 13 No. 2700 Pise 5y 10
Conmutador: 334 12 21.2.3-4
Fax: 281 31 25 e-maib info@sic gov.eo
Santa Fe de Bogotd D.C. - Colombia




INFORME DE PROTOCOLO

Expediente __00-031982

Fecha: 8 de mavo del 2000

Se cexrtifica que:

SUPERINTENDENCIA

DE INDUSTRIA
Y COMERCEQ( (99—

Desde fecha 7 de julio de 1992 ,
del folio 68007 al folio 68011 del
libro de Protocolo N°__224 , obra el poder
N° 13957 conferido por _GLAXQ GROUP
LIMITED

domiciliado(a) en Greenford, Middlesex -

GRAN BRETANA

al doctor _JOSE LLOREDA CAMACHO y/o ALFONSO

LLOREDA CAMACHO y/o JOSE ANTONIO LI.OREDA

Representante en Santafé de Bogota D.C.

mismos

Facultad para desistir _ST .

Revisado

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°
Conmutador 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125
Santafé de Bogota, D.C. - Colombia




" SUPERINTENDENCI‘%
¢3¢," DE INDUSTRIA

SI Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES 5 .
PRIMER EXAMEN DE FORMA 2000~ 0H~-03 |

EXPEDIENTE 00-031982 ,
Practicado el examen juridico de acuerdo con lo establecido en el art. 21 de la Decision 344
se determind que esta solicitud de Patente de Invencion:

SI[x ] NO[ 1 NO APLICABLE [ ] Present6 los poderes necesarios en
forma correcta (Decision 344, art. 14-a).

SI[x] NO[ ] NO APLICABLE[ ] Acredito, en forma correcta, la
existencia y representacion de la persona juridica solicitante (art.
14-c de la Decision 344; literal g) del art. 4 del Decreto  117/94).

SI[x] NO[ ] NO APLICABLE [ ] Present6, en forma correcta el
comprobante de pago por la tasa de presentacion establecida
(art. 13-f de la Decisidon 344 y la Resolucién 02 del 4 de enero
del 2000 ).

SI[x ] NO|[ ] EXTEMPORANEAMENTE [ ] Reivindicé prioridad, dentro del
plazo y de acuerdo con lo previsto en el Articulo 4 del Convenio
de Paris.

SI[ ] NO[x] NO APLICABLE [ ] Presento copia, certificada su conformidad
por la Administracién que recibid la solicitud de la cual reivindica
prioridad, al momento de radicar la solicitud nacional.

SI[ 1] NO [ x] NO APLICABLE [ ] Present6 la traduccion del capitulo
reivindicatorio de la solicitud de la cual se reivindica prioridad (Art.
4, D-3 Convenio de Paris; Concepto: 5 de enero de 1999 S.I1.C.).

SI[ ] NO[x ] CUMPLE LOS REQUISITOS JURIDICOS

OBSERVACIONES JURIDICAS CONVENIO DE PARIS: En todo caso, debera presentar
copia certificada su conformidad por la Administracion que recibi6 la solicitud de la cual
reivindica prioridad, en cualquier momento dentro del plazo de tres (3) meses, contados a

partir de la fecha de depoésito de la solicitud posterior. La omisién de esta formalidad
implicara la perdida del derecho de prioridad.

En consecuencia, se conceptua que esta solicitud:

SI[ ] NO[x ] Se ajustaalos aspectos FORMALES indicados en la Decision
344 y por tanto,

SI[ ] NO [x ] Se recomienda PUBLICAR el extracto correspondiente.

Santafé de Bogota, D.C., 8 de mayo del 2000.

I

EXAMINAD? JURIDICO

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5° v 10°

. Conmutador 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125

Santafé de Bogota, D.C. - Colombia




430
Radicacion n° 00-31982 0000~ 06-03
CONCEPTO TECNICO N¢ 89 IPC: A61K31/55

Practicado el examen de acuerdo a lo establecido en el Art. 21 de la Decigién 344 se determiné que esta

solicitud de Paterte de Invencion:

SI[XINO[] Contiene la identificacién correcta del inventor (Art.8, Art.13-a).

SI[X]NO[] Contiene la identificacién correcta del solicitante (Articulo 13-a).

SI[XINO[] Contiene el resumen con el objeto y finalidad de la invencién en forma correcta
(Art.13-e).

SI[ ] NO[X] Contiene el titulo o nombre de la invenci6n en forma correcta (Art.13-b).

SI[XINO[] Contiene la descripcién clara y completa de la invencién (Art.13-c).

SI[X]NO| ] Contiene los dibujos correctos (Art.14-c junto con el literal d) del Art. 4 del
Dto. 117 del 94).

SI[X]NO[]  Contiene las unidades de medida en el sistema exigido (Art.14-c junto conel
Decreto 3464 del 26 de diciembre de 1980).

SI[X]NO[] Contiene una o més reivindicaciones, en forma correcta, que precisen la materia
para la cual se solicita la proteccién mediante la patente (Art.13-d).

SI[ JNo [X] Contiene el extracto de acuerdo con el literal c) del articulo 4 del Dto. 117 /94.

SI[INO [X] Contiene el arte final del dibujo caracteristico de acuerdo con el literal c) del
articulo 4 v el articulo 27 del Dto. 117 /94,

SI{X]NO[] Contiene la tarjeta del Archivo Temdtico [formato P-104] en forma correcta
(Art.14-c junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94).

SI[X]NO ] Contiene la tarjeta del Archivo de Propietarios [formato P-105] en forma
correcta (Art. 14-¢ junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94).

SI[]NO[X] CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS

—- SUPERINTENDENCIA ﬂ
i, DE INDUSTRIA

Y COMERCIO
Folio 9"/

1° EXAMEN DE FORMA

OBSERVACIONES Y OTROS: SI []NO [] ver hoja(s) anexa(s)

“H titulo debe estar acorde con el capitulo reivindicatorio y descriptivo, el cual se refiere solo a
uma benzodiazepina su proceso de obtencion; igusinente se debe mudificar el extracto para
publicacion en su contenido para que se sepa realrente de que se trata la invencion reclamada.

Santa Fe de Bogots, D.C., 07 /Lbywo 2000

202012

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°
Conmutador 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125
Santafé de Bogota, D.C. - Colombia




= SUPERINTENDENCIA
. DEINDUSTRIA —j~

S

YCOMERCIO I

EXPEDIENTE 00-031982
430 T,
AUTO 1402 200-0-45D

LA JEFE DE LA DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
DISPONE

ARTICULO PRIMERO: Reconocer personeria al doctor JOSE ANTONIO LLOREDA, como
apoderado del solicitante, en los términos y para los efectos del poder conferido

ARTICULO SEGUNDO: Conforme lo establece el articulo 22 de la Decisiéon 344 de la
Comisioén del Acuerdo de Cartagena, requiérese al solicitante, para que dentro del plazo
de treinta (30) dias habiles siguientes a la fecha de notificacion del auto, presente
respuesta a las observaciones o complemente los antecedentes sefialados en el examen
de forma.

ARTICULO TERCERO: Naotificar por estado el presente auto, advirtiendo que contra el no
procede recurso alguno en la via gubernativa.

NOTIFIQUESE Y CUMPLASE ﬁ}a 3 Ui o0
Dado en Santafé de Bogota D.C., a los he

LA JEFE DE LA DIVJSION NUEVAS CREACIONES,

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL

NOTIFICADO POR ESTADO

Santafé de Bogota D.Cf-jj P 20 notificado por anotacion en estado de esta misma
fecha.

VENCIMIENTO NOTIFICACION ESTADO

SOLICITO PRORROGA TERMINO Sl NO

VENCIMIENTO TERMINO PRORROGA

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5y 10°
Conmutador 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125
Santafé de Bogota, D.C. - Colombia




