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TITULO

Antagonistas de los receptores de vitronectina

CAMPO DE LA INVENCION
Esta invencién se refiere a compuestos farmacéuticamente activos que inhiben el
receptor de vitronectina y son ttiles para el tratamiento de inflamacion, cancer y trastornos
cardiovasculares, tales como aterosclerosis y restenosis, y de enfermedades uno de cuyos

factores es la resorcidn Osea, tales como osteoporosis.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las integrinas son una superfamilia de receptores de adhesion celular, que son
glicoproteinas transniembranales expresadas sobre una gama de células. Estos receptores
de adhesion de superiicie celular incluyen gpITb/I11a (el receptor de fibrinogeno) y (xv[i 3 (el
receptor de vitronectina). Elreceptor de fibrinégeno gplIb/IlTa se expresa sobre Ia superficie
de las plaquetas, y media en la agregacion plaquetaria y en la formacién de un coégulo
hemostatico en el sitio de una herida sangrante. Philips y col., Blood., 1988, 77, 831. El
receptor de vitronectina, &, {33, se expresa sobre cierto mimero de céluias, entre ellas las
células endoteliales, de los misculos lisos, osteoclastos y tumorales, asi que tiene diversas
funciones, El receptor &, 33 expresado en la membrana de los osteoclastos media en la
adhesion de los osteoclastos a la matriz 6sea, una etapa fundamental en el proceso de
resorcion 6sea. Ross y col., J. Biol. Chem., 1987, 262, 7703. Una enfermedad caracterizada
por una resorcién Gsea excesiva es la osteoporosis. El receptor &, [33 expresado sobre
células del misculo liso adrtico humano media en su migracion a la neointima, un proceso
que puede causar restenosis después deuna angioplastia coronaria percutinea. Browny col.,
Cardiovascular Res., 1994, 28, 1815. Adicionalmente, Brooks y col., Cell, 1994, 79, 1157,
ha indicado que un antagonista de mVB3 tiene capacidad para estimular la regresion de un
tumor al inducir apoptosis de los vasos sanguineos angiogénicos. Asi, los agentes que
bloqueen el receptor de vitronectina serian Gtiles para tratar enfermedades, tales como
osteoporosis, restencsis y cancer.

Ahora se sabe que el receptor de vitronectina alude a tres integrinas diferentes,
designadas a3y, @ f3y , B5. Horton y col., Int. J. Exp. Pathol., 1990, 71, 741. o, B
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fija fibronectina y vitronectina. ¢, {33 fija una gran variedad de ligandos, entre ellos fibrina,
fibrinégeno, laminina, trombospondina, vitronectina, factor de von Willebrand, osteopontina
y sialoproteina 6sea I. o, [5 fija vifronectina. Se ha indicado que el receptor o Bs de
vitronectina esta invol.ucrado en 1a adhesion celular de diversos tipos de células, entre ellas
las; células endoteliales microvasculares, (Davis y col., J. Cell. Biol., 1993, 51, 206), y se ha
confirmado su papel en la angiogénesis. Brooks y col.,, Science, 1994, 264, 569. Esta
integrina se expresa sobre los vasos sanguineos en tejido de granulacion de heridas humanas,
pero no en piel sana.

Se sabe gue el receptor de vitronectina se fija a proteinas de la matriz 0sea que
contienen la secuencisa tripeptidica Arg-Gly-Asp (o RGD). Asi, Horton y col., Exp. Cell Res.
1991, 195, 368, describen que los péptidos que contienen RGD y un anticuerpo anti-
receptor de vitronectina (23C6) inhiben la resorcién de dentina y la diseminacion celular por
los osteoclastos. Ademés, Sato y col. J. Cell Biol. 1990, 11, 1713, describen que la
equistatina, un péptico del veneno de serpiente que contiene la secuencia RGD, es un
potente inhibidor de Ia resorcion dsea en histocultivos, e inhibe la unidn de osteoclastos al
hueso. _

Ahora se ha descubierto que ciertos compuestos son potentes inhibidores de los
receptores ot,fi3 y ¢t 5. En particular, se ha descubierto que tales compuestos son

inhibidores mas poterites del receptor de vitronectina que del receptor de fibrindgeno.

COMPENDIO DE LA INVENCION

Esta invencién comprende compuestos de férmula (I), segiin se describe aqui mas
adelante, que tienen actividad farmacolégica para la inhibicién del receptor de vitronectina
y son utiles en el tratamiento de inflamacion, cancer y enfermedades cardiovasculares, tales
como aterosclerosis y restenosis, y de enfermedades uno de cuyos factores es 2 resorcion
Osea, tales como osteoporosis.

Esta invencion es también una composicién farmacéutica que comprende un
compuesto segtin la firmula (I) y un vehtculo farmacéutico.

Esta invencién es también un método de tratamiento de enfermedades que estin
mediadas por el receptor de vitronectina. En up aspecto particular, los compiuestos de esta

invencién son ltiles para tratar aterosclerosis, restenosis, inflamacién, cancer y enfermeda-
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des uno de cuyos flctores es la resorcion 6sea, tal como la osteoporosis.

DESCRIPCION DETALLADA
Esta invencion comprende nuevos compuestos gue son inhibidores més potentes
del receptor de vitronectina que del receptor de fibrinégeno. Esta invencién comprende

compuestos de férmula (I):

2
AA—-0 .
CO,H

a
en los que:
R! es Het- 0 Ar;
R2es
H N CH H
cHe” \E NP N | Nyy,~(CH;
Z~ P _

0

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

También se incluyen en esta invencién las sales de adicién y los complejos
farmacéuticamente aceptables de esta invencién. Bn los casos en que los compuestos de esta
invencién pueden tener uno o més centros quirales, salvo especificacion en contrario esta
invencion incluye cada compuesto no racémico inico que pueda sintetizarse y resolverse por
técnicas convencioneles. De acuerdo con la presente invencion, se prefiere la configuracion
(S) de los compuestos de formula (I).

En los casos en que los compuestos tienen dobles enlaces carbono-carbono
insaturados, ambos isdmeros cis (Z) y trans (E) estén dentro del alcance de esta invencién.
En los casos en que los compuestos pueden existir en formas tautémeras, tales como los

o] OR’
tautomeros cetoendlicos, como /u\ y , cada forma tautomera esti
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contemplada como inzluida dentro de esta invencion, ya sea existiendo en equilibrio o
anclada en una forma por sustitucidn apropiada conR’.

Los compuestos de formuia (I) inhiben la fijacion de vitronectina y otros péptidos
que contienen RGD al receptor de vitronectina. La inhibicidn del receptor de vitronectina
sobre los osteoclastos inhibe la resorcion 6sea osteocldstica y es 1til en el tratamiento de
enfermedades en quz la resorcién Osea estd asociada con la patologia, tales como
osteoporosis y osteoartritis.

En otro aspecto, esta invencién es un método para estimular la formacion de
hueso, que comprende administrar un compuesto que causa un incremento en la liberacién
de osteocalcina. El incremento en la produccién de hueso es un beneficio evidente en
estados de enfermedad en que hay una deficiencia de masa dsea mineralizeda o en que se
desea una remodelacidn del hueso, tal como la curacién de una fractura y la prevencién de
fracturas de huesos. Las enfermedades y los trastornos metabdlicos que dan como resultado
la pérdida de estructura dsea también se beneficiarian de este tratamiento. Por ejemplo, el
hiperparatiroidismo, la enfermedad de Paget, la hipercalcemia maligna, Jas lesiones
osteoliticas producidas por metistasis 6sea, la pérdida de masa Osea causada por
inmovilizacién o deficiencia de hormonas sexuales, la enfermedad de Behget, la osteomala-
cia, la hiperostosis y la osteopetrosis podrian resultar beneficiadas por la administracién de
un compuesto de esta invencion.

Adicionalmente, ya que los compuestos de la presente invencion inhiben los
receptores de vitrorectina en cierto nimero de diferentes tipos de células, dichos
compuestos serian iitiles en ] tratamiento de trastornos inflamatorios tales como artritis
reumatoide y psoriasis, y enfermedades cardiovasculares tales como aterosclerosis y
restenosis. Los compuestos de Formula (I) de la presente invencitn pueden ser utiles para
el tratamiento o la prevencion f:le otras enfermedades, entre ellas pero sin limitacién a las
mismas, trastornos tromboembolicos, asma, alergias, sindrome disneico del adulto, rechazo
inverso de injertos, rechazo de trasplante de érganos, choque séptico, eczema, dermatitis
de contacto, enfermedad intestinal inflamatoria y otras enfermedades autoinmunitarias. Los
compuestos de la presente invencion también pueden ser Gtiles para curar heridas,

Las compuestos de la presente invencién son también Gtiles para €l tratamiento,
incluyéndose la prevencion, de trastomos angiogénicos. La expresion trastornos angiogéni-

cos, segun se utiliza aqui, incluye condiciones que implican una neovascularizacion anormal.
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Cuando el crecimientc: de nuevos vasos sanguineos es la causa de la patologia asociada con
una enfermedad, o contribuye a ella, 1a inhibicién de angiogénesis reducird los efectos
deletéreos de la enferredad. Un ejemplo de dicho objetivo de enfermedad es la retinopatia
diabética. Cuando se requiere el crecimiento de nuevos vasos sanguineos para sustentar el
crecimiento de un tejiclo deletéreo, la inhibicién de angiogénesis reduciré el aporte de sangre
al tejido y contribuir por ello a disminuir la masa de tejido, basindose en la necesidad de
aporte de. sangre. Ciertos ejemplos incluyen el crecimiento de tumores en que la
neovascularizacion es una necesidad continua para el crecimiento del tumor y para el
establecimiento de metéstasis de tumores solidos. Asi, los compuestos de la presente
invencion inhiben la angiogénesis de tejido tumoral, previniendo por ello la metastasis de un
tumor y el crecimient de un tumor.

De este modo, de acuerdo con los métodos de la presente invencion, la inhibicién
de angiogénesis utilizando los compuestos de la presente invencion puede aliviar los
sintomas de la enfermedad y, en algunos casos, puede curar la enfermedad.

Otro objetivo terapéutico para los compuestos de la presente invencién son las
enfermedades oculares caracterizadas por neovascularizacion. Tales enfermedades oculares
incluyen los trastornos neovasculares corneales, como el trasplante de comea, la quentitis
herpética, la queratitis sifilitica, el terigién y la queratitis vascular asociada con el uso de
lentes de contacto. Otras enfermedades oculares incluyen también la degeneracién macular
asociada con la edad, la histoplasmosis ocular presunta, retinopatia de premadurez y
glaucoma neovascular.

Esta invencion proporciona ademés un método para inhibir crecimiento turnoral,
que comprende administrar de modo sucesivo o en combinacion fisica un compuesto de
formula (I) y un agente antineoplasico, tal como topotecan y cisplatino.

Con respecto a la formula (1), adecuadamente R1 es

Fs

F CH, CFy

YUY
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en que R’ es alquilo C;_4 y R" es fenilo, bencilo o -CHpCF3; o R' y R” estan unidos para
formar un anillo de morfolinilo.

Adecuadamente, R2 es:

H H
cH,/N“l N Ot N N ACH—
SEENOG]

0

Ejemplos representativos de los nuevos compuestos de esta invencion son los
siguientes:

acido (x)-4-[4-[2-[ 6-(metilamino)piridin-2-il]- 1-etoxi]-fenil]-3-[4-(trifluorometil)-
fenilbutanoico,

dcido (£)-4-[4-[2-{6-(metilamino)piridin-2-il]- 1 -etoxi]-fenil]-3-{4-[(N-metil-N-
fenilanﬁno)carbonil]—1,3-oxa'zol-2-il]butanoico;

acido (z)-d-[4-[2-[6-(metilamino)piridin-2-il]-1-etoxi]-fenil}-3-[4-[(morfolin-4-
il)carbonil]—1,3-oxaz.ul-2.-il]butanoico;

acido (x)-4-[4-[2-[6-(metilamino)piridin-2-il]- 1-etoxi]-fenil}-3-[4-{[N-metil-N-
(2,2,2-trifluoroetil)arninojcarbonil]-1,3-oxazol-2-il]Jbutanoico;

dcido  (£)-4-[4-[2-[6-(metilamino)piridin-2-il]- 1-etoxi]-fenil}-3-[4-(trifluoro-

metil)tiazol-2-il]butanoico;
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acido (£)-4-[4-[2-[6-(metilamino)piridin-2-il]-1-etoxi]-fenil]-3-(3-metiltiazol-2-
il)butanoico;

acido (8)-3-(3-fluorofenil)-4-[4-[2-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-nafiiridin-2-il)etoxi]-
fenil]butanoico; _

acido  (%)-4-[4-[2-[6-(metilamino)piridin-2-il]-etoxi]-fenil]-3-(piridin-3-il)-
butanoico,

acido  (8S)-4-[4-[2-[6-(metilamino)piridin-2-il]-etoxi]-fenil]-3-(piridin-3-il)-
butanoico, y

Acido (8)-3-(piridin-3-il)-4-[4-[2-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)etoxi]fenil |-
butanoico;

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

En los casos en que los compuestos de esta invencion pueden tener uno o mas
centros quirales, salvo especificacion en contrario, esta invencién incluye cada compuesto
no racémico nico, que puede sintetizarse y resolverse por técnicas convencionales.

En los casos en que los compuestos tienen dobles enlaces carbono-carbono
insaturados, tanto los isdbmeros cis (Z) como trans (E) estan dentro del alcance de esta
invencion. El significado de cualquier sustituyente en cualquier ocasion en que aparezca es
independiente de su significado, o del significado de cualquier otro sustituyente, en cualquier
otra ocasion.

También se incluyen en esta invencién los profarmacos de los compuestos de esta
invencién. Los profarmacos son considerados como los vehiculos unidos covalentemente
que liberan in vivo el farmaco activo original de formula (I). Asi, en otro aspecto de esta
invencion se incluyen nuevos profirmacos de férmula (IT), que son también intermedios en
la preparacion de compuestos de formula (Ia).

En este dccumento se utilizan las abreviaturas y los simbolos utilizados
corrientemente en el campo'de los péptidos y los compuestos quimicos para describir los
compuestos de esta itvencién. En general, las abreviaturas de los aminoacidos siguen las
normas de la IUPAC-IUB Joint Commission on Biochemical Nomenclature, descritas len
Eur. J. Biochem., 158, 9 (1984).

La expresion alquilo C;_4 como se aplica aqui representa un grupo alquilo de |
a 4 4dtomos de carbono, opcionalmente sustituido, e incluye metilo, etilo, n-propilo,

isopropilo, n-butilo, isobutilo y t-butilo. Cualquier alquilo C;_g4 puede estar opcionalmente
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sustituido con el grupo R, que puede estar en cualquier 4tomo de carbono que de como
resultado una estructura estable y sea obtenible por técnicas convencionales de sintesis. Los
grupos adecuados para R* sdn alquilo Cy_4, OR¥, SR*, alquil C;_4-sulfonilo, alquil Cy_4-
slfovila, -CN, N(R¥),, CHN(R*);, -ND,, -CF5, -CO,R% .CON(RY),, -CORY,
—-SOyN(R*),, -NR*C(O)R*, F, Cl, Br, 1o CF38(0),-, donderes 0,1 62, yR* es H,
alquilo C;_4, fenilo o bencilo.

Halégeno o halo representa F, Cl, Bry L

Ar, o arilo, como se aplica en este documento, representa fenilo o naftilo, o fenilo
o naftilo sustituido con uno a tres sustituyentes, tales como los definidos anteriormente para
alquilo, especialmente alquilo C_4, alcoxi C 1-4» &lquiltio Cy_g4, CF3, NH,, OH, F, Cl, Br
ol

Het, o heterociclo, indica un anillo monociclico de cinco o seis miembros
opcionalmente sustituido, o un anillo biciclico de nueve o diez miembros que contiene uno
a tres heterodtomos elegidos del grupo formado por nitrdgeno, oxigeno y azufre, que son
estables y obtenibles por sintesis quimicas convencionales. Ejemplos de heterociclos son
ber;zoﬁxrano, bencimidazol, benzopirano, benzotiofeno, benzotiazol, furano, imidazol,
indolina, morfolina, piperidina, piperazina, pirrol, pirrolidina, tetrahidropiridina, piridina,
tiazol, oxazol, tiofeno, quinolina, isoquinolina, y tetra- y perhidro-quinolina e isoquinolina.
Dentro del alcance de esta invencién estd cualquier combinacién asequible de hasta tres
sustituyentes en el anillo Het, tal como las que se han definido anteriormente para alquilo,
que son obtenibles por sintesis quimica y son estables.

Ciertos grupos radicales se dan aqui en forma abreviada. t-Bu se refiere al radical
butilo terciario, Boc se refiere al radical t-butiloxicarbonilo, Fmoc se refiere al radical
fluorenilmetoxicarborilo, Ph se refiere al radical fenilo, Cbz se refiere al radical benciloxicar-
bonilo, Bn se refiere al radical bencilo, Me se refiere a metilo, Et se refiere a etilo, Ac se
refiere a acetilo, Alk se refiere a alquilo Cj_4. Nph se refiere a 1- 6 2-naftilo y cHex se
refiere a ciclohexilo. Tet se refiere a S-tetrazolilo.

Ciertos reaciivos se dan aqui en forma abreviada. DCC se refiere a diciclohexilcar-
bodiimida, DMAP se refiere a dimetilaminopiridina, DIEA se refiere a diisopropiletilamina,
EDC se refiere a hidrocloruro de 1-(3-dimetilaminopropit)-3-etilcarbodiimida, HOBt se
refiere a 1-hidroxibenzotriazol, THF se refiere a tetrahidrofurano, DIEA se refiere a
diisopropiletilamina, 1DEAD se refiere a azodicarbéxilato de dietilo, PPhy se refiere a
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trifenilfosfina, DIAD se refiere a azodicarboxilato de diisopropilo, DME se refiere a
dimetoxietano, DMF se refiere a dimetilformamida, NBS se refiere 2 N-bromosuccinimida,
Pd/C se refiere a un catalizador de paladio sobre carbono, PPA se refiere a icido
polifosforico, DPPA ce refiere a difenilfosforilazida, BOP se refiere a hexafluorofosfato de
benzotriazol-1-iloxi-tris(dimetil-amino)forsfonio, HF se refiere a 4cido fluorhidrico, TEA
se refiere a trietilamina, TF A se refiere & dcido trifluoroacético, PCC se refiere a clorocro-
mato de pindinio.

Los compuestos de esta invencion se preparan por los métodos generales descritos

en los Esquemas 1-VI.
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Esquemal
v —————
0 o
1 2 3

CH,O._»
C 3 f I
4

H 5

HO t

(a) CH3NH(OCH,) - HCl, EDC, HOBt - HyO, Et3N, DMF, (b) 4-bromobenzotrifluoruro,
sec-BuLi, THF, (c) (EtO),P(0)CH,CO,Et, NaH, tolueno; (d) Hy; 10% de Pd/C, EtOH:
() BBr3, CH,Cly; (f) 6-(metilamino)-2-piridiletanol, DIAD, (Ph)3P, THF: (g) NaOH 1,0
N, MeOH, después acidulacién:

Un acido alcoxifenilacético apropiado, por ejemplo dcido 4-metoxifenilacético (I-
1), se convierte en el derivado de desoxibenzoina I-3 por reaccion de la correspondiente N-
metoxi-N-metilamida (I-2) con un derivado aromético metafado, de acuerdo con el método

general de Weinreb (Tetrahedron Lett. 1981, 22, 3815). El compuesto I-3 se convierte en
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el éster o, B-insaturado I-4 a través de la conocidisima reaccion de Wittig. Con {2 mayor
preferencia, la reaccién se efectiia utilizando fosfonoacetato de trietilo en presencia de una
base adecuada, generalmente hidruro de sodio o bis(trimetilsilil)amiduro de litio, en un
disolvente aprotico, tal como tolueno, THF o mezclas de los mismos. La reduccion del
grupo olefinico de 1-4 se lleva a cabo con la mayor preferencia por hidrogenacion en
presencia de un catalizador de paladio, por ejemplo paladio sobre carbon vegetal activo, en
un disolvente adecuacio, tal como EtOAc, MeOH, EtOH, i-PrOH, o mezclas de los mismos.
El éter metilico de I-% se puede escindir con tribromuro de boro (BBr3), en un disolvente
inerte, preferiblement= CH,Cl,, o con etanotiol (EtSH) y tricloruro de aluminio (AICl3) en
un disolvente inerte, tal como CH,Cly. Otros métodos utiles para separar los grupos
protectores de éter metilico estan descritos en Greene, "Protective Groups in Organic
Synthesis" (editado por Wiley-Interscience). El fenol I-6 resultante se hace reaccionar con
6-(metilamino)-2-piridiletanol en una reaccién de acoplamiento de tipo Mitsunobu (Organic
Reactions 1992, 42, 335-656; Synthesis 1981, 1-28) para dar 1-7. La reaccién estd mediada
por el complejo formado entre el diéster de azodicarboxilato, tal como azodicarboxilato de
dietilo o azodicarboxilato de diisopropilo, y trifenilfosfina, y se efectia en un disolvente
aproético, por ejemplo THF, CH,Cly 0 DMF. El éster etilico de 1-7 se hidroliza utilizando
una base acuosa, por gjemplo, LiOH en THF acuoso o NaOH en metanol o etanol acuoso,
y la sal de carboxilato intermedia se acidula con un acido adecuado, por ejemplo TFA o
HCI, para dar el icido carboxilico I-8. Altemativamente, si se desea se puede aislar la sal de
carboxilato intermedie, o se puede preparar una sel de carboxilato del 4cido carboxilicolibre

por métodos bien conocidos por los expertos en la técnica.
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Esquema T
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(2) Cloruro de triisopropilsililo, imidazol, DMF; (b) 3-(benciloxicarbonil)-3-butenoato de
metilo, Pd(OAc),, P(tol)3, (i-Pr)oNEt, propionitriio; (c) Hy, 10% de Pd/C, EtOAc; (d)
hidrocloruro de éster bencilico de serina, EDC, HOBt * H,O, Et3N, DMF; (c) reactivo de
Burgess, THF; () Cl;CBr, DBU, CH;Cl,; (g) TBAF, THF, (h) (Boc),0, piridina, THF,
(i) Hy, 10% de Pd/C, EtOH; (j) N-metilanilina, EDC, BPFFH, (i-Pr),Net, piridina, DMF,
(k) HClV/dioxano 4 N, (1) 6-(metilamino)-2-piridiletanol, DIAD, (Ph)4P, THF; (m) LiOH,
THF, HyO0, luego acidulacion.

Un derivado de halofenol, por ejemplo 4-bromofenol (1I-1), se convierte en un
derivado adecuadamente protegido, por ejemplo 4-bromo- 1-(triisopropilsililoxi)bencenc (II-
2). El grupo protectcr para el fenol debe ser compatible con la quimica subsiguiente, y

también debe poder eliminarse selectivamente cuando se desee. Los métodos para la’

proteccion de fenoles estén descritos en libros de referencia clasicos, tales como Greene,
"Protective Groups in Organic Synthesis" (editado por Wiley-Interscience). El compuesto
II-2 reacciona con 3-(benciloxicarbonil)-3-butenoato de metilo en una reaccion de tipo Heck
(véase Heck, Org., Reactions 1982, 27, 345) para dar II-3. La reaccion esta mediada por
una especie de paladio (0), y generalmente se efect(ia en un disolvente inerte, tal como
CH;CN, propionitrile o tolueno, en presencia de un captador apropiado de 4cido tal como
trietilamina (Et3N) o diisopropiletilamina ((i-Pr),NEt). Las fuentes tipicas de la especie de
paladio (0) incluyen acetato de paladio (II) (Pd(OAc), y cloruro de paladio (II) (PdCly), y
muchas veces se incluyen ligandos de fosfina, por ejemplo trifenilfosfina (PPh3) o tri-orto-
tolilfosfina (P(tol)s). El éster &t (3-insaturado T1-3 se reduce al compuesto IT-4 por reaccién
con hidrégeno gaseoso en presencia de un catalizador adecuado, preferiblemente paladio
elemental sobre carbono activado (Pd/C), en un disolvente inerte, generalmente MeOH,

EtOH, EtOAc, o mezclas de ellos. El Acido carboxilico de ITI-4 se convierte en una forma

%
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activada utilizando, por ejemplo, EDC y HOBt, SOCI,, o 1,1'-carbonildiimidazol (CD1), y

. 1a forma activada se hace reaccionar subsiguientemente con una amina apropiada, por

ejemplo éter bencilico de serina, en un disolvente adecuado, tal como DMF, para dar II-5.
Dependiendo de si se requiere neutralizacién del 4cido, se puede afiadir una base tal como
trietilamina (Et3N), diisopropiletilamina ((i-Pr),NEt), o piridina. Se conocen muchos
métodos adicionales para convertirun dcido carboxilico en una amida, y se pueden encontrar
en la bibliografia cientifica clasica, tal como "Compendium of Organic Synthetic Methods”,
Vol. I-VI (editado por Wiley-Interscience), o Bodansky, "The Practice of Peptide Synthesis”
(editado por Springer-Verlag). Después se convierte II-5 en el derivado de oxazol II-7. Se
conocen varios métcdos para la conversidn de amidoalcoholes en oxazoles (Meyers,
Tetrahedron 1994, 50,2297-2360, Wipf, J. Org. Chem. 1993, 58, 3604-3606. Por ejemplo,
el amidoalcohol XI-5 se puede convertir primero en la oxezolina II-6. Generalmente, la
transformacion se lleva a cabo en condiciones deshidratantes, tales como la reaccién con
reactivo de Burgess ¢n THF. Después se oxida la oxazolina II-6 para dar el oxazol H-7
utilizando, por ejemplo, bromtriclorometano y DBU en CH,Ci, (Williams, Tetrahedron
Letters 1997, 38, 331-334,) o CuBry y DBU en un disolvente apropiado, tal como
EtOAG/CHCl, o CH,Cly (Barrish, J. Org. Chem., 1993, 58, 4494-4496). La eliminacién
del grupo protector sililo en condiciones cldsicas con un fluoruro (véase Greene,
anteriormente) produce el fenol I1-8, que se convierte en el derivado de terc-butiloxicarbo-
niftio II-9 utilizando clicarbonato de di-terc-butilo en presencia de una base, generalmente
piridina, en un disolvente reutro polar, tal como THF. Este nuevo grupo protector se
selecciona como se ha descrito anteriormente. El compuesto JI-9 se convierte en el derivado
de 4cido carboxilico Ili-10 por hidrogenacién como se ha descrito anteriormente, y Ii-10 se
convierte en la amida 1I-11 de acuerdo con el procedimiento general de Carpino y Ayman
(/. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 5401-5402). En estas condiciones, ¢} 4cido carboxilico II-10
se hace reaccionar con una amina adecuada, por ejemplo, N-metilanilina, en presencia de
hexafluorofosfato de bis(tetrametilen)-fluoroformamidinio (BPFFH) y una base apropiada,
generalmente EtzN, (i-Pr),NEt, piridina, o mezclas de ellos, en un disolvente neutro polar,
tal como DMF. El grupo terc-butiloxicarbamato se separa en condiciones acidas clasicas
(véase Greene anteriormente) y el fenol resultante II-12 se convierte en IT-14 por los

métodos descritos en =1 Esquema 1.
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(a) EtOH, reflujo; (b) 4-(benciloxi)benzaldehido, NaOEt, EtOH; (c) Al,03, NaOCl,
CH3 CN; (d) Et3 SiH, BF3 . OEtz, CH2C12; (e) n-BU4NF, THEF, (t) (EtO)zP(=O)CH2C02Et.,
NaH, THF, reflujo; (g) Mg, MeOH,; (h) BF3.0Et,, EtSH; (i) 6-(metilamino)-2-piridiletanol,

DIAD, (Ph);P, THF; (j) LiOH, THF, HyO, después acidulacion.

El derivado de tiazol‘lll-:i se prepara por condensacion de 2-cianoacetamida (1II-
1) y 3-bromo-1,1,1-nfluorcacetonz (III-2) en etanol a reflujo, por una modificacién
apropiada del procedimiento de Schaefer y Gewald (/. Prakt. Chem. 1974, 316, 684-692)
peara la preparacion dz 4-fenil-2-(cianometil)tiazol, La condensacion aldélica de ITI-3 con
un derivado de benzaldehido apropiadamente sustituido, por ejemplo 4-(benciloxi)-

benzaldehido, da ITI-4. La reaccion se cataliza con una base adecuada, preferiblemente

N 1, l H,C'n ‘ 0O $ v N
HO CO,CH, 2 COH
10
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etoxido de sodio, y se lleva a cabo en un disolvente polar, generalmente etanol. La
epoxidacion de II-4 para producir ITI-5 se lleva a cabo con hipoclorito de sodio en
presencia de alimina neutra de acuerdo con el método general de Foucaud (Synrhesis 1987,
9, 854-856). Tambiér podrian utilizarse otras condiciones de epoxidacion bien conocidas,
tales como mCPBA, |')er6xido de hidrégeno bésico o hidroperéxido de terc-butilo, con tal
que las condiciones sean compatibles con la funcionalidad en el sustrato. Al exponerse a
trietilsilano en presencia de un cido de Lewis apropiado, tal como BF3, OEty, o un icido
protico adecuado, por ejemplo TFA o HC], el anillo de epdoxido de ITI-5 se abre reductiva-
mente de una manera sumamente regioselectiva para dar la cetona III-6, junto con la
correspondiente trimetilsililcianhidrina de III-6. Esta cianhidrina se convierte conveniente-
mente en la cetona III-6 al exponerse a fluoruro de tetrabutilamonio en un disolvente
apropiado, generalmente THF. Esta cetona reacciona en una reaccidn de tipo Wittig con
fosfonoacetato de trietilo en presencia de una base adecuada, por ejemplo LiN(TMS), o
NaH, en un disolvente polar aprético, preferiblemente THF, para producir el éster o, -
insaturado IIF-7 como una mezcla de isomeros olefinicos. Al reaccionar con magnesio
elemental en MeOH, la olefina de ITI-7 se reduce selectivamente para producir el derivado
saturado II1-8. El éster etilico se convierte en un éster metilico en estas condiciones. La
separacion del grupo bencilo se efectiia con etanotiol y BF3.0Et,, para producir et fenol

III-9, que se coavierte en [I1-10, de acuerdo con los métodos descritos en ¢! Esquema I
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Esquema IV
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(a) BnCl, K5ClO,, acetona; (b) 5-metiltiazol, n-BuLi, THF; (c) (Et0),P(=0)CH,CO4Et,
NaH, THF; (d) Mg, MeOH; (¢) BF3 OEt,, EtSH, (f) 6-(metilamino)-2-piridiletanol, DIAD,
(Ph);P, THF, (g) LiOH, THF, H,O, después acidulacién.

El grupo fenol de 4-hidroxifenilacetato de metilo (V-1), disponible en el mercado,
se protege con un grupo protector adecuado, por ejemplo un éter metilico, un éter bencilico,
o un éter triisopropilsililico. La proteccién de fenoles es bien conocida por los expertos en
la técnica y los grupos protectores representativos se describen en la bibliografia cientifica
clasica, tal como Greene "Protective Groups ih Organic Synthesis" (editado por Wiley
Interscience). El compuesto (IV-2) resultante reacciona con reactivos de Grignard u
organolitio adecuados para producir cetonas. Por ejemplo, 2-litio-5-metiltiazol, preparado
a partir de S-metiltiazol y n-butil-litio, reacciona con IV-2 en un disolvente etéreo, tal como
THF o DME, para producir e} derivado de cetona IV-3. Después se convierte esta cetona

en IV-6 de acuerdo con los métodos descritos en el Esquema III.
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Esquema V
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(a) TBDMSCI, KCN, Znl, CH3CN,; (b) LDA, THF, después cloruro de 4-benciloxibencilo;
(c) TBAF, THF, (d) (EtO),P(=0)CH,CO,Et, NaH, THF; () H,, PI/C, EtOH; (f) 6-
(metilamino)-2-piridiletanol, DIAD, (Ph)3P, THF, (g) LiOH, THF, H,O, después

acidulacién.

Un aldehido aromético seleccionado, por ejemplo 3-piridinacarboxaldehido (V-1),
se convierte en una c:ianhidrina protegida con sililo tal como V-2 por reaccién con ion
cianuro en presencia de un haluro de sililo adecuado, por ejemplo cloruro de trimetilsililo
(TMSCI), cloruro de triisopropilsililo (TIPSCI), o cloruro de terc-butildimetilsililo
(TBDMSCI o TBSCI). Las fuentes tipicas de ion cianuro incluyen cianuro de potasio
(KCN), cianuro de sodio (NaCN) y cianuro de tetrabutilamonio (BugNCN). La reaccidn se
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efectia frecuentemente en presencia de una cantidad catalitica de un &cido de Lewis,
generalmente Znly, v se prefiere un disolvente aprético polar, tal como acetonitrilo
(CH3CN). Se pueden utilizar otras cianhidrinas protegidas, por ejemplo una cianhidrina
protegida con etoxietilo, con tal que él grupo protector sea compatible con las reacciones
quimicas subsiguientes y pueda separarse selectivamente cuando asi se desee. Se puede
encontrar unz discusion de grupos protectores en la bibliografia cientifica cldsica, tal como
Green "Protective Grupos in Organic Synthesis" (editado por Wiley-Interscience). El
compuesto V-2 se somete a C-alquilacién con un haluro de bencilo apropiado, por ejemplo,
cloruro de 4-benciloxibencilo, para producir V-3. La reaccién implica una desprotonacion

inicial para producir un anion intermedio, que no se aisla sino que se hace reaccionar in situ

- con un agente alquilarde. Las bases tipicas para este tipo de reaccitn incluyen diisopropila-

miduro de litio (LDA) y hexametildisilazida de litio (LIN(TMS);), y se prefieren los
disolventes aproticos polares tales como THF o DME. La TBS-cianhidrina de V-3 se
convierte convenientemente en la cetona V-4 por reaccidn con fluoruro de tetrabutilamonio
(TBAF). También pcdria utilizarse un procedimiento en dos etapas para efectuar esta
transformacién. Por gjemplo, puede separarse el grupo protector de sililo de V-3 en
condiciones dcidas, tal como por reaccién con HF, para producir una cianhidrina que se
puede convertir ¢n la cetona V-4 por reaccién con una base adecuada. El compuesto V-4
se convierte en el éster o, 3-insaturado V-5 a través de la bien conocida reaccion de Wittig.
Tipicamente, la reaccion se efectiia utilizando fosfonoacetato de trietilo en presencia de una
base adecuada, generalmente hidruro de sodio (NaH) o LiN(TMS),, en un disolvente
aprético, tal como tolueno, THF, o mezcles de ellos. La reduccién del grupo olefinico de
V-5 se lleva a cabo dptimamente por hidrogenaci6én en presenciz de un catalizador de
paladio, por ejemplo paladio sobre carbon vegetal activo, en un disolvente adecuado, tal
como EtOAc, MeOH, EtOH, i-PrOH, o mezclas de ellos. En estas condiciones, también se
separa el grupo protector bencilo del fenol. E fenol resultante V-6 se hace reaccionar con
6-(metilamino)-2-piridiletanol en una reaccion de ecoplamiento de tipo Mitsunobu (Organic
Reactions 1992, 42, 335-656; Synthesis 1981, 1-28) para producir V-7. La reacci6n es
mediada por el complejo formado entre un diéster de azodicarboxilato, tal como
azodicarboxilato de diztilo o azodicarboxilato de diisopropilo, y trifenilfosfina, y se efectiia
tipicamente en un disolvente aprético, por ejemplo THF, CH;Cl,, 0 DMF. El éster etilico
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de V-7 se hidroliza utilizando base acuosa, por ejemplo, LiOH 0 NaOH en dioxano acuoso,
THF, metanol o etanc], y la sal de carboxilato intermedia se acidula con un cido adecuado,
por ejemplo TFA o HCI, pare producir el acido carboxilico V-8. Si se desea, pujede aislarse
la sal de carboxilato intermedia. Ademés, pueden prepararse sales apropiadas del icido

carboxilico o la amina por métodos bien conocidos por los expertos en la técnica.

Esquema VI

L

e HO 7 U\/ F
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_ A\ -CO;Et CO,Et
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8
(a) cloruro deacriloilo, (i-Pr);NEt, CuCl, CH»Cl, (b) 3-bromopiridina, Pd(OAc-)z, P(tol)s,
(i-Pr)oNEt, DMF, (c) cloruro de 4-metoxibencilmagnesio, Znl,, CuBr.DMS, THF, tolueno;
(d) NaOEt, THF; (e) AlCl3, EtSH, CHCly; (f) 6-(metllammo)-2-p1ndlletanol DIAD,
(Ph)3P, THF, (g)NaOI-I, dioxano, H50, después acidulacion.
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Se hace - reaccionar (4S,5R)-1,5-dimetil-4-fenil-2-imidazolidinona  (VI-1),
disponible en el merézdo, con un cloruro de &cido e, B-insaturado apropiado, por ejemplo,
cloruro de acriloilo, i)ara dar laimida VI-2. La reaccion es mediada por una base adecuada,
tii)icamente trietilamina (Et3N) o diisopropiletilamina ((i-Pr),NEt), y se efectiia en preseﬂcia
de una cantidad catalitica de un haluro cuproso, por ejemplo cloruro de colére (). Se
prefiere un disolvente neutro tal como CH,Cl,. El compuesto VI-2 reacciona conun haluro
de arilo adecuado, tal como 3-bromopiridina, en una reaccion de tipo Heck (v:é;ase Heck,
Org. Reactions 198i, 27, 345) para dar VI-3. La reacci6n es mediada por uns 'gzspede de
paladio (0) v, genéralmente, se efectia en un disolvente inerte, tal como- CHJC'N,
propionitrilo, tolueno o DMF, en presencia de un captador apropiado de &cidb, tal como
trietilamina (EtN) o diisopropiletilamina ((i-Pr)oNEt). Las fuentes tipicas de la especie de
paladio (0) incluyen acetato de paladio (II) (Pd(OAc),) y cloruro de paladio (IT) (PdCly),
y muchas veces se inclayen ligandos de fosfina, por ejemplo trifenilfosfine (PPh3) o tri-orto-
tolilfosfina (P(tol)3. El compuesto VI-3 reacciona con una especie de organocoiare £nuna
reaccion de adicion 1,1 para dar el producto de adicion conjugado VI-4 (véase Mehyk, 0,
Stephan, E.; Pourcelot, G.; Cresson, P. Tetrahedron 1992, 48, 841-850; Bongini, A ;
Cardillo, G.; Mingar_ai, A.; Tomasini, C. Tetrahedron Asymmetry 1996, 7, 1457-1466; van
Heerden,P.S.; Bezui;denhoudt, B.C.B.;Ferreira, D. TetrahedronLett. 1997, 38, 1821-1824.
Para repasar las react::i ones de organocobre, véase Posner, G. Organic Reactionlv_: 1972, 1 9,
1-113; Lipshutz, B. éi'gmic Reactions 1992, 41, 135-631). La generaci6n de Ia espede de
organocobre puede eiﬁ:ctuarse por adicion de un reactivo de organolitio u orgmgﬁxagnesio,
por ejemplo cloruro'::de 4-metoxibencilmagnesio, a una fuente de cobre (I), por ejemplo
CuC], CuBr, DMS, o Cul, en un disolvente inerte, tal como Ety0, THF, DME, tolueno, o
mezclas de ellos. La é!iastereose!ectividad de la reaccion puede ser intensificada bor cierfos
acidos de Lewis, porfe_iemplo, MgBry, BuyBOTY, 0 Znl,. La auxiliaridad quiral de VI-4 se
eliming convenienteniu:me por etanélisis en condiciones basicas. Por ejemplo, el tratamiento
de VI-4 con etoxido de sodio en THF produce VI-5. El éter metilico de VI-5 puede
escindirse con tribrothuro deboro (BBr3), enun disolvente inerte, preferiblemente CH,Cl,,
o con etanotiol (EtSH) y tricloruro de aluminio (AICi3) en un disolvente inerte:,: tal como
CHj,Cl,, para produ;ir el fanol VE-6. Otros métodos Utiles para separar grupos plf'oteétofes
del tipo éter metilico| estén descritos en la bibliografia cientifica cldsica (véase e-:l?-Esquen:na
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V). El fenoi VI-6 se: :convierte en VI-8 como se describe en el Esquema V.

Los rcac.t:vos de acoplamiento de amidas, como se denominan en este documento
denotan reactivos que se pueden utilizar para formar enlaces peptidicos. Los métodos tipicos
de acoplamiento emplean carbodiimidas, anhidridos activados y ésteres y haluros de acilo.
Son tipicos reactivos tales como EDC, DCC, DPPA, reactivo BOP, HOBt, N-l'udroxlsuocl-
nimida y cloruro de ;mlilo.

Los métados de acoplamiento para formar enlaces peptidicos son generalmente
bien conocidos en la técnica. Los métodos de sintesis de péptidos descritos de modo general
por Bodansky y col;., THE PRACTICE OF PEPTIDE SYNTHESIS, Springer-Verlag,
Berlin, 1984, Ali y col., en J. Med. Chem., 29, 984 (1986) y J. Med Chem.',;.;;o, 2291
(1987) son en generél ilustrativos de la técnica y se incorporan aqui como refei'éncia.

Tipicameni:ez, la emina o anilina se acopla a través de su grupo aminbflibre aun
sustrato de dcido carboxilico apropiado utilizando un agente de acopldriﬁento de
carbodiimida apropiz;d.o, tal como N, N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC), opciomi_l:mente en
presenciade catalizadores tales como 1-hidroxibenzotriazol (HOBT) y dimetﬂuﬁi:g'l:opiridina
{(DMAP). También Qon adecuados otros métodos, tales como la formacion d:.e: ésteres,
anhidridos o haluros fde acido activados, del carboxilo libre de un sustrato &cido adecuada-
mente protegido, y laf rubsiguiente reaccién con la amina libre de una amina adecuddamente
protegida, opcionalmente en presencia de una base. Por ejemplo, se trata un aminodcido
protegido con Boc o, éicido amidinobenzoico protegido con Cbz en un disolvente-anhidro
tal como cloruro de m\.txleno o tetrahidrofurano (THF), en presencia de una base tal como
N-metilmorfolina, DMAP o trialquilamina, con cloreformiato de isobutilo park. formar el
“"anhidrido activado", que subsiguientemente se hace reaccionar con la amine _h_bre de un
segundo aminoacido;protegido o anilina. 3

Los intermeglios dtiles para preparar compuestos de formula (T) en Ios que R2 es
un bencimidazol estiu descritos en Nestor y col., J. Med Chem. 1984, 27 320. Los
métodos representatwos para preparar los compuestos de bencimidazol ut:]es como
intermedios en la presente invencién también son comunes en la técnica y - se pueden
encontrar, por ejemplo en EP-A-0381033. :_

Las sales de adicion de 4cido de los compuestos se preparan de manera fdiisica en
un disolvente adecuaido a partir del compuesto original y un exceso de un écido,': ta.l como

acido clorhidrico, brc}rnhiddco, fluorhidrico, sulfurico, fosforico, acético, trifluaroacético,
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maleico, succinico o metanosulfonico. Algunos de los compuestos forman sales internas o

_lones hibridos que pueden ser aceptables. Las sales cationicas se preparan por ti'l_ttamiento

del compuesto original con un exceso de' un reactivo alcalino, tal como un ;hidrbxido,
carbonato alcoxido, que contenga el cation apropiado; 0 con una amina orginica apropiada.
Los cationes tales como Li*, Na’, K*, Ca*", Mg"" y NH,” son ejemplos especificos de
cationes presentes en las sales farmacéuticamente aceptables.

Esta invencidn proporciona también una composicién farmacéutica que éomprende
un compuesto segiin la formula (I) y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Consecuen-
temente, los compuestos de formula (I) se pueden usar en la elaboracion de un ni;qdicamen-
to. Las composiciones farmacéuticas de los compuestos de formula (1) prepmd@é como se
describe en lo que antecede se pueden formular como soluciones o polvos lioﬁliizados para
una administracion parenteral. Los polvos se pueden reconstituir mediante la adiéién de un
diluyente adecuado u otro vehiculo farmacéuticamente aceptable antes de ser. éx;v.ados. La
formulaci6n liquida puede ser una solucién acuosa isotonica tamponada. Ejje"mplos de
diluyentes adecuados son solucién salina isoténica normal, dextrosa al 5% estinddr en agua
0 solucién tamponada de acetato de sodio o amonio. Tal formulaci6n es espsecialmente
adecuada para una administracién parenteral, pero se puede usar también para una
administracién oral o contenida en un inhalador o nebulizador de dosis medidas para ser
insuflada. Puede ser deseable afiadir excipientes tales como polivinilpirrolidona, gelatina,
hidroxi-celulosa, goma arébiga, polietilenglicol, manitol, cloruro de sodio o citrdt:b: de sodio.

Alternativamente, estos compuestos pueden ser encapsulados, cumi)‘ﬁmidos o
preparados en una emulsion o jarabe para una administracion oral. Se pueden afiadir
vehiculos sdlidos o liquidos farmacéuticamente aceptables para mejorar o establhza.r la
composicion, o para facilitar la preparacién de la composicién. Los vehiculos solidos
incluyen almidén, lactosa, sulfato de calcio dihidratado, alabastro, estearato de magneuo o
écido estearico, talc:a pectina, goma ardbiga, agar o gelatina. Los vehiculos liquidos
incluyen jarabe, aceite de cacghuete, aceite de oliva, solucién salina y agua. El vehiculo
puede incluir tnmb:en un material de liberacion sostenida tal como monoestearato de
glicerilo o diestearatd de glicerilo, solo o con una cera. La cantidad de vehiculo sohdo varia
pero, preferentemenie estara entre aproximadamente 20 mg y apro:umadamente 1 g por
unidad de dosificacion. Las preparaciones farmacéuticas se preparan siguiendo lag técnicas

convencionales de la farmacia que incluyen trituracién, mezcladura, granulacién y
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determinan ficilmentz por un experto ordinario en la técnica, comparando el nivel'en sangre
del agente con la corcentracion requerida para tener un efecto terapéutico . -

Esta invencién proporciona adicionalmente un método para tratar la osteoporosis

_0 inhibir la pérdida de masa 6sea, que comprende administrar secuencialmente o en una

combinacion fisica un compuesto de formula (T) y otros inhibidores de la resorcion osea tal

p——— o .

como bisfosfonatos (es declr glendrona:to) una terapia de_sustitucion de hormonas, anti-

o —— o g

-estrégenos o calcitonina. Ademds, esta invencién proporciona un método de’ tlfatarmento

usando un compuesto de esta invencién y un agente anabdlico tal_como. la proteina
morfogénica.6sea, iproﬂavong_, iatil en la prevencién de pérdida de masa 6sea y/o para
aumentar la masa osea. :

Adicionalmente, estz invenci6n proporciona un método para inhibir el di'écinﬁento
tumoral, que comprende administrar secuencialmentes o en combinacion-fisica un
compuesto de férmuia (I) y un agente antineoplasico. Los compuestos de la clase anéloga
d_tﬁ-_amg_c.n_eggl_a, tal como tgggt__ec_é_n, _irinotecén y, S-aminocamptotecing, y co:jilplejos de
coordinacion de platino tales como cisplatino, ormaplating y tetraplatino, son grupos bien
conocidos de agentes antineopldsicos. Los compuestos de la clase de anslogos de la
camptotecina se describen en las patentes de EE.UU. n° 5.004.758, 4.604.463, 4.473.692,
4.545.880, 4.342.776, 4.513.138, 4.399.276, publicaciones de solicitudes dé patentes
europeas n° 0.418.099 y 0.088.642, por Wani et al., J. Med. Chem., 1986, 29, 23 58, Wani
etal, J. Med Chem.. 1980, 23, 554, Wani et al., J. Med. Chem., 1987, 30, 1774, y Nitta,
etal., Proc. 14thinternational Congr. Chemotherapy., 1985, Anticancer Section:'-l', 28, cuya
descripcién complets se incorpora como referencia en la presente memoria de.s:i-:-iptiva. El
complejo de coordinacién de platino, cisplatino, esta disponible bajo la dené:_:nﬁnacién
Platinol® en la empresa Bristol Myers-Squibb Corporation. Las formulaciones :l'itiles para
el cisplatino se describen en las patentes de EEUU. 5.562.925 y 4.310. 5]5 cuya
descripcion completa se incorpora como referencia a la presente memoria descnptlva

En el métcdo para inhibir el crecimiento tumoral que comprende administrar
secuencialmente, o =n combinacién fisica, un compuesto de formula (I) y un agente
antineoplasico, el compuesto de coordinacién de platino, por ejemplo cisplatino;_- se puede
administrar usando una infusién intravenosa lenta. El vehiculo preferido es una solucién de
dextrosa/solucién salina que contiene manitol. El esquema de dosificacion del compuesto

de coordinacion de platino puede ser del orden de aproximadamente 1 a aproxi!ﬁ;ldamente
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500 mg por metro cuadrado (mg/m?) de superficie corporal por curso de tratamiento. Las
infusiones del compuesto de coordinacién de platino se pueden proporcionar una a dos
.veces a la semana, y 1o tratamientos semanales se pueden repetir varias veces. Usando un
compuesto de la clase de andlogos de la camptotecina en una administracion pafgmeral, ¢l
curso de la terapia géneralmente empleada es de aproximadamente 0,1 a aproxi;rii_idamente
300,0 mg/m* de superficie corporal por dia durante aproximadamente .ci':llco dias
consecutivos. Lo mas preferentemente, el curso de la terapia empleada para toﬁ'otecén es
de aproximadamente 1,0 a aproximadamente 2,0 mg/m? de superficie corporal por dia
durante aproximadamente cinco dias consecutivos. Preferentemente, el curso de.; ‘ll'a terapia
serepite al menos una vez enun intervalo de aproximadamente siete dias a aproxiiiiadamen-
te veintiocho dias. '

La composicion farmacéutica se puede forrnular tanto con el coz'n'i;uesto de
formula {I) como coa el agente antineopldsico en el mismo envase, pero se prefiere la
formulacion en envases diferentes. Cuando los dos agentes se proporcionan en-forma de
solucién, pueden estar contenidos en un sistema de infusién/inyeccion para una administra-
cién simultinez o en una disposicion en tindem.

Para una administracién conveniente del compuesto de formula (1) y. el agente
antineoplasico a la vez 0 en momentos diferentes, se prepara un estuche de e;_ﬁzayo que
comprende, en un Gnico envase, tal como una caja, cartén u otro envase, botes inc!iﬁduales,
bolsas, viales u otros envases que tengan cada uno una cantidad eficaz del comi:_.uesto de
formula (I) pars una administracién parenteral, como se describié ante:iormex;te, y una
cantidad eficaz del agente antineoplésico para una administracion parenteral, ‘como se
describi6 anteriormente. Tal estuche de ensayo puede comprender, por ejempl@i, los dos
agentes farmacéuticos en envases separados o en el mismo envase, opcionalmenté"en forma
de polvos liofilizados y envases de soluciones para ser reconstituidas. Una variacit:fin-de esto
es incluir la solucidén paﬁ ser reconstituida y el poivo liofilizado en dos camaras de un Unico
envase, que se puede causar que se mezclen antes de ser usados. Con tal dispcfg‘sicién, el
agente antineoplésico y el compuesto de esta invencion pueden ser envasados separadamen-
te, como en dos envases, o liofilizados cor;juntamente en forma de un polvo y pr'd:p_;orciona-
dos en un iinico envase.

Cuando los agentes se proporcionan en forma de solucion, pueden estar q§ntenidos

en un sisterna de infusién/inyeccion para una administracién simultanes o en una 'di!jposicién
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en tandem, Por ejemplo, €l compuesto de formula (I) puede estar en una forma inyectable
intravenosa, o de bolsa de infusion conectada en serie, a través de tubos, al agente
antineoplésico en una segunda bolsa de infusién. Usando tal sistema, un pacicjite puede
recibir una inyeccion inicial de tipo bolo o una infusién del compuesto de férmula (T) seguida
de una infusion del agente antineopldsico. '

- Los compuestos pueden ser ensayados en uno de varios ensayos biolééicos para
determinar la concentracion de compuesto que se requiere para tener un efecto farmacold-

gico dado.

Inhibicion de la unién de vitronectina

Unién de [H?]-SK&F-107260 en fase sélida al &3, Se diluyo placenta humana
o plaquetas humanas o, [3, (0,1-0,3 mg/ml) en tampén T (que contenia CaCl, 2 mMy 1%
de octilglucdsido) con tampoén T que contenia CaCl; 1 mM, MnCl, 1 mM, MgCl, 1 mM
(tampén A) y 0,05% de NaN,, y seguidamente se afiadi6 inmediatamente a plaéis ELISA
de 96 pocillos (Corning, Nueva York, NY) a 0,1 ml por pocillo. Se afladieron 0,1-0,2 g
de o3, por pocillo. Las placas se incubaron durante una noche 2 4°C. En el momento del
experimento, los pocillos se lavaron una vez con tampén A y se incubaron con-..'o,l ml de
alblimina de suero bovino al 3,5% en el mismo tampon durante 1 h a TA (temperatura
ambiente). Después de la incubacion, los pocillos se aspiraron completamente y:'s'e lavaron
dos veces con 0,2 m! de tampén A, '

Los compuestos se disolvieron en DMSO al 100% para proporcionarux.@it solucién
madre 2 mM, que s¢ diluy6 con tampén de unién (Tris-HCI 15 mM (pH 7,4), NaCl 100
mM, CaCl, 1 mM, MnCl, 1 mM y MgCl, 1 mM) hasta una concentracién final del
compuesto de 100 (.M. Esta solucion se diluye hasta la concentracion final requerida de
compuesto. Se afiadieron diversas concentraciones de antagonistas no marcados (0,001-100
KM) a los pocillos por triplicado, seguidos de la adicién de una concentracion 5,0 nM de
(H]-SK&F-107260 (65-86 Ci/mmol), '

Las placas se incubaron durante 1 h a TA, A continuacién de la incub':ncién, los
pocillos se aspiraron completamente y se lavaron una vez con 0,2 m! de tampén A enfriado
con hielo en una forma de pocillo a pocillo. Los receptores se solubilizaron oon b,l ml de
SDS al 1%y el [H’]-5K&F-107260 se determind por recuento del centelleo del l'l:._quido con
la adicién de 0,3 ml de "Ready Safe" en un contador de centelleo liquida Beckm;r:l LS, con
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un40% de eficacia. La union no especifica de [H']-SK&F-107260 se determind en presencia
de SK&F-107260 2 UM y era consistentemente menor que un 1% del ap'ort_e: total de
radioligando. La IC,, (concentracion del antagonista para inhibir un 50% de umén de [H*]-
SK&F-107260) se determindé mediante una rutina de ajuste de la curva por ‘minimos
cuadrados, no lineal, 'que se modifico a partir del programa LUNDON-2. La K, (constante
de disociacién del antagonista) se calculd segiin la ecuacion K| = IC; (I+LIK,,), En la que
L y K; erd la concentracién y la constante de disociacion de [H*]-SK&F-107260,
respectivamente.

Los compuestos de la presente invencién inhiben la union de vitronectina 2 SK&F
107260 en el intervalo de concentracién de aproximadamente 0,060 a aproximadamente
0,0005 micromoiar.

Los compuestos de esta invencién se ensayan también en cuento a la ;esorcién

* Gsea in vitro e in vivo en enseyos clsicos de la técnica para evaluar la inhibicién de la

formacion Osea, tal como el ensayo de formacion de una fosita descrito en el df:cu:ﬁento EP
528.587, que se puede realizar también uwsando osteoclastos humanos en 'l_ugnr de
osteoclastos de rata, y el modelo de rata ovarectomizada, descrito por Weonski et al,, Cells
and Materials 1991, Sup. 1, 69-74. L

Ensayo de migracion de células de misculos lisos vasculares _

Se usaron células de misculos lisos adrticos de rata o humanos. La migracién
celular se vigilé en una cémara de cultivo celular Transwell usando una membrana de
policarbonato con poros de'8 um (Costar). La superficie inferior del filtro se revistié con
vitronectina. Las células se pusieron en suspensién en DMEM complementado cbn 0,2%
de albimira de suerc bovino a una concentracién de 2,5-5,0 x 10° células/ml, y fueron
previamente tratadas con el compuesto del ensayo a diversas concentraciones t.iti.rante 20
minutos a 20°C. Se uso el disolvente a solas como testigo. Se colocaron :0,2 ml de la
suspension celular en el compartimento superior de la camara. El compartim?en.td inferior
contenia 0,6 ml d¢ DMEM complementado con 0,2% de albimina de suero b;o_vino. La
incubacién se llevo a cabo a 37°C en una atmésfere de 95% aire/5% CO, du@te 24 h
Después de la incubacién, las células que no migraron en la superficie superioir del filtro se
separaron por raspadura suave. El filtro se fijo seguidamente en metanol y se '{iﬁé con tinte

Giemsa al 10%. La migracién se midio, o bien a) contando el nimero dc células que habian
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Modelo de rata tiroparatiroidectomizada

Cada grupc experimental consiste en 5-6 ratas Sprague-Dawley machos adultos
(250-400 g de peso corporal), Las ratas son tiroparatiroidectomizadas (por el proveedor,
Taconic Farms) 7 dias antes de ser usadas. Todas las ratas reciben una dosis sustitutiva de
tiroxina cada 3 dias. .A la recepcion de las ratas, se miden los niveles de caicio ionizado en
circulacién en sangre completa inmediatammente después de haber sido extraida por puncién
en la vena de la cola en tubos heparinizados. Las ratas son incluidas si mvel de Ca
ionizado (medido con un analizador del pH de calcio Ciba-Coming modelo 6345 es<l,2
mM/l. Cada rata se provee con un catéter venoso y arterial de alojamiento intej‘xio pera el
suministro de materizl del enseyo y para la toma de muestras de sangre, respecii'vmnente.
Las ratas se ponen seguidamente bajo una dieta de pienso sin calcio y agua desidrﬁzada. Se
miden los niveles de Ca de basales y a cada rata se le edministra vehiculo testigo o bien
péptido 1-34 de hormona paratiroidea humana (hPTH1-34, dosis de 1,25 u.g/kg/h en
soluci6n salina/0,1% de albiimina de suero bovino, Bachem, Ca) o una mezcla de hBPTHI-34
y material del ensayo, por medio de infusién intravenosa continua a través del catéter venoso
usando un dispositivo de bombeo de jeringa externa. La respuesta calcémica de _cada rata

se mide a intervalos de dos horas durante el periodo de infusion de 6-8 horas.

Engayos de resorcién y adhesién de osteoclastos humanos

Los ensayos de resorcion y adhesion de las fositas se desarrollaron y nofr@mlimon
usando osteoclastos humanos normales derivados de tejido de osteoclastoma. El Ensayo 1
se desarrollé para la medicion de los voldmenes de las fositas de osteocjafstos por
microcopia confocal laser. El ensayo 2 se deserrollé como una valoracién de r_én'dimiento
superior enla que se riden fragmentos de colageno (tliberado durante Ia resorcion) mediante

un ensayo ELISA competitivo.

Ensayo 1 (usando microcopia confocal liser)
® Se sacan pastes alicuotas de suspensiones celulares derivadas de osteoclastomas

humanos de su almacenamiento en nitrégeno liquido, se calientan rapidamente a37°C y se
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lavan una vez en medioc RPMI-1640 por centrifugacion (1.000 rpm, 5 minutos a 4°C).

o El medio ¢s aspirado y sustituido con anticuerpo anti-HLA-DR murino y
Seguidamente se diluye 1:3 en medio RPMI-1640. La suspensién se incuba-durante 30
minutos sobre hielo y se mezcla frecuentemente.

e Las células se lavan 2 veces con RPMI-1640 frio y seguidemente se centrifugan
(1.000 rpm, 5 minutos a 4°C) y las células se transfieren seguidamente a un tubo de
centrifugadora estéril de 15 ml. Se cuenta el nimero de células mononucleares en una
camara de recuento Meubauer mejorada. B

® Se separan suficientes granulos magnéticos (5/célula mononuclear), rev'er.:tidos con
IgG anti-raton de cabra (Dynal, Great Neck, NY) de su bote de ulmacenarﬁ?é_nto y se
colocan en 5 ml de medio de nueva aportacion (esto retira por lavado el comeﬁinke toxico
de azida). El medio sé retira inmovilizando los granulos enun imén y se sustituye con medio
de nueva aportacion. ':

® Los grinulos se mezclan con las Eélulas y la suspension se incuba ;i'u:rante 30
minutos sobre hielo. La suspension se mezcla frecuentemente. i

o Las células splicadas como revestimiento sobre granulos se inmoviliz::lﬁ sobre un
imén y las células restantes (fraccion rica en osteoclastos) se sedimentan en un, tubo de
centrifugadora estéril de 50 ml.

@  Se aflade medio de nueva aportacion a las células revestidas sobre granulos para
desalojar cualesquier osteoclastos atrapados. Este procedimiento de lavado seiriepite 10
veces. Las células revestidas sobre granulos se desecha. :

e Los osteoclastos viables se cuentan en una cémara de recuento, usand'c; &iacetato
de fluoresceina para marcar las células vivas. Se usa una pipete Pasteur de -plastico
desechable de onﬂcm grande para afiadir la muestra a la cAmara. :

® Los osteoclastos se sedimentan por centrifugacién y la densidad se’ éljusta al
nimero apropiado en Emedio EMEM (el nimero de osteoclastos es variable de t}fhgtumor a
otro), complementadc con suero de ternera fetal al 10% y 1,7 gflitro de bicarﬁcjmato de
sodio. _ v

® Se sedimenten 3 ml de partes alicuotas de la suspensién celular (por tratamiento
de compuesto) en tubos de centrifugadora de 15 ml. Las células se sedhﬁe:ntan por
cmﬂﬁﬁmpmén.‘ r

e A cada tubo :.-;e afiaden 3 ml del tratamiento con el compuesto apré)pim:ié. :(diluido

o
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a 50 4M en el medio EMEM). También estén incluidos testigos de vehiculos :a:p:;opindos,
untestigo positivo (ﬁlticuerpo monoclonal murino anti-receptor de vitronectina[87MEM]1 ]
diluido hasta 100 pLg/ml) y un testigo de isotipo (18G,, diluido a 100 pg/ml). Las muestras
se incuban a 37°C durante 30 minutos. .

o Se siembri-r-l partes alfcuotas de 0,5 mi de las células en cortes de deri.ti.na esténl
en una placa de 48 pocillos y se incuban a 37°C durante 2 horas. Cada tratanﬁenitbise valora
por cuadruplicado. :

® Los cortes se lavan en seis cambios de PBS caliente (10 ml/pocilio en una placa
de 6 pocillos) y seguidamente se colocan en medio de nueva aportacién que contiene el
tratamiento de comp'uestO o muestras testigos. Las muestras se incuban a 37°C durante 48

horas.

Procedimiento de fo.:s;fata dcido resistente a tartrato (TRAP) (tincion selectiva p_érfa células
del lingje de osteoclastos)

o Los cortes-de huesos que contenian los osteoclastos unidos se lavan en solucién
salina tamponada con fosfato y se fijan en glutaraldehido al 2% (en cacodilato de L:v.odio 0,2
M) durante 5 minutos. '_ :

e Seguidame_ﬁte se lavan en agua y se incuban durante 4 minutos en tampén TRAP
a37°C (0,5 mg/mi de naftol-fosfato AS-BI disueltos en N,N-dimetilformemida) y se mezclan
con tampén de citrato 0,25 M (pH 4,5) que contiene tartrato de sodio 10 mM.

® A continuacién de un lavado en agua fiia, los cortes se sumergen en tampén de
acetato frio (0,1 M, pH 6,2) que contiene 1 mg/mi de granate rojo fijo y se incuba a 4°C

durante 4 minutos. -

® El tamp6n en exceso es aspirado y los cortes se secan a continuacién de un lavado
en agua. -
® Los osteo@ﬂastos positivos a TRAP (precipitado color rojo ladrillo/piﬁf-pura) se

cuentan por microcopia de campo 6ptica y seguidamente se separan de la supefficie de la
dentina por sonicacién. :
® Los volimenes de las fositas se determinan usando el microscopig ?confocal
Nikon/Lasertec ILMZ1W. 2

Ensayo 2 (usando uf:na lectura de ELISA)
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Los osteoclastos humanos son enriquecidos y preparados para una valbééacién de
compuestos como se describe en las 9 etapas iniciales de) Ensayo 1. Para may'c{r :t:;la.ridad,
estas etapas se repitén a continuacién. .

e Se sacan partes alicuotas de suspensiones celulares derivadas de oste:dciastomas
humanos de su almaénznanﬁento en nitrégeno liquido, se calientan rapidamente aJ?"C y se
lavan una vez en meéiio RPMI-1640 por centrifugacion (1.000 rpm, § minutosé; f’!"C).

El medio es aspirado y sustituido con anticuerpo anti-HLA-DR murino y segui 'dﬁiihente se
diluye 1.3 en medio iI.PMI-1640. La suspension se incuba durante 30 minutos sﬁﬁre hielo
y se mezcla frecuentemente. '

® Las células se lavan 2 veces con RPMI-1640 frio y seguidamente se centrifugan
(1.000 rpm, 5 minu'tos a2 4°C) y las células se transfieren seguidamente a un ‘tubo de
centrifugadora estéril de 15 ml. Se cuenta el niimero de células monormoleares en una
cémara de recuento l\euba.uner mejorada. y :

e Se sacan suficientes granulos magnéticos (5/célula mononuclear), revestldos con
IgG anti-raton de cabra (Dynal, Great Neck, NY) de su bote de alnmcanamlento y se
colocan en 5 ml de medio de reciente aportacion (esto retira por lavado ¢l conservmte
téxico de azida). El musd:o seretira inmovilizando los granulos en uniman y se sustltuye con
medio de nueva aportaclon .

® Los granulos se mezclan con las células y la suspension se incuba durante 30
minutos sobre hielo, L& suspension se mezcla frecuentemente. '

® Las células a.phcadas como revestimiento sobre granulos se inmovilizari sobre un
iman y las células restantes (fraccion rica en osteoclastos) se decantan en un fubo de
centrifugadora estéil de 50 ml _' |

L Se aitade medio de nueva aportacion a las células revestidas sobre granuilos para
desalojar cualesquiex{--osteoclqstos atrapados. Este procedimiento de lavado se repite 10
veces. Las células revestidas sobre granulos se desecha. 2

L Los osteoclastos viables se cuentan en una cimara de recuento, usando dmcetnto
de fluoresceina para marcar las células vivas. Se usz una pipeta Pasteur de pléstlco
desechable de onﬁclo grande para afladir ia muestra a la cAmara. : .; ;=

o Los osteoclastos se sedimentan por centrifugacién y la densidad se ajusta al
nimero apropiado en medm EMEM (el ntimero de osteoclastos es variable de un tumur a

otro), complementado con suero de ternera fetal al 10% y 1,7 gflitro de blcarbonato de

e
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sodio.

En contraste con el método anteriormente descrito en €l Ensayo 1, los compuestos
son valorados a 4 dosis para obtener una IC,, como se indica a continuacion:
® Las preparaciones de osteoclastos se preincuban durante 30 minutos’ q 37°C con
compuestos del ensayo (4 dosis) o testigos. 2
® Seguidamente se siembran sobre cortes de hueso cortical bovino en pocilfbs deuna
placa de cultivo de tejidos de 48 pocillos y se incuban durante 2 horas adicionales a 37°C.
L Los trozos de huesos se lavan en seis cambios de solucion salina tamponada con
fosfato (PBS), templada, para separar las células no adherentes, y seguidamentfe.'; se hacen
volver a los pocillos de la'placa de 48 pocillos que contienen compuesto’ &_e nueva
aportacién o testigos. SR
o La placa de cultivo de tejidos se incuba seguidamente durante 48 hofi:s;fa 37°C.
L Las materias sobrenadantes de cada pocillo se aspiran en tubos individli:ales y se
valoran en un ensayo ELISA competitivo que detecta el c-telopéptido de colig_e;rlzc:a detipo
I que es liberado durante el procedimiento de resorcién. Esto es un ensa;ro ELISA
disponible en el comercio (Osteometer, Dinamarca) que contiene un antlcuerpo de conejo
que reacciona especificamente con una secuencia de 8 aminoécidos (Glu-Lys-Ala-Hls-Asp-
Gly-Gly-Arg) que esta presente en el telopéptido carboxi-terminal de la cade_ng a-1 del
coldgeno de tipo' I. Los resultados se expresan como. % de inhibicion de la- resorciéon

comparado con un testige de vehiculo.

Ensayo de adhesién de osteoclastos humanos -

Los osteoclastos humanos son enriquecidos y preparados para una valéfﬁciéh de
los compuestos como se describié anteriormente en las 9 etapas iniciales del Ensayo 1.Para
mayor claridad, estas etapas se replten a continuacién. i
® Se sacan partes alicuotas de suspensiones celulares derivadas de osteoclastomas
humanos de su almacenamiento en nitrégeno liquido, se calientan répidamente a 37°C y se
lavan una vez en medio RPMI-1640 por centrifugacion (1.000 rpm, 5 minutos: a 4°C)
® El medio es aspirado y sustituido con anticuerpo anu-HLA-DR munno Y
seguidamente se diluye 1:3 en medio RPMI-1640. La suspension se incuba du{ant_e 30
minutos sobre hielo y se mezcla frecuentemente, 1.

L Las células se lavan 2 veces con RPMI-1640 frio y seguidamente se éér;uiﬁ;gan

7
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(1.000 rpm, 5 minutos a 4°C) y las células se transfieren seguidamente a un' tubo de
centrifugadora estéril de 15 ml. Se cuenta el numero de células mononucleéfés en una
cédmara de recuento Neubauer mejorada. '

o Se sacan suficientes grénulos magnéticos (5/célula mononuclear), rcvosildos con
IgG anti-ratén de cabra (Dynal, Great Neck, NY) de su bote de almacenanuqnto y se
colocan en 5 ml de tnedio de reciente aportacion {esto retira por lavado el coriservante
toxico de azida). El madio se retira inmovilizando los granulosen un iminy se sust%tuy; con

medio de nueva aportacion. ) |

® Los granulcs se mezclan con las células y la suspension se incuba dl1rante 30
minutos sobre hielo. La suspensién se mezcla frecuentemente.
® Las células zplicadas como revestimiento sobre grimulos se mmovnhzan Lobre un

imén y las células restantes (fraccidén rica en osteoclastos) se decantan en un tubo de
. l

centrifugadora estéril de 50 ml. !
L Se aftade medio de nueva aportacion a las células revestidas sobre gmmflos para
desalojar cualesquier osteoclastos atrapados. Este procedimiento de lavado se: r'epxte 10
veces. Las células revestidas sobre grénulos se desechan. : '

. Los osteoclastos viables se cuentan en una camara de recuento, usandO!qiacetnto
T
de fluoresceina para marcar las células vivas. Se usa una pipeta Pasteur de plastico

-

desechable de orificio grande para afiadir la muestra a la camara. ,
® Los osteoclustos se sedimentan por centrifugacion y la densidad se a':tjusta al
nimero apropiado en medio EMEM (el niimero de osteoclastos es variable de untumor a
otro), complementado con suero de ternera fetal al 10% y 1,7 g/litro de blcnrbonato de
sodio. é -5

L4 Los osteoclastos derivados de osteoclastomas se preincuban con compuesto 4
dosis) o testigos a 37°C durante 30 minutos. :y

o Las células se siembran seguidamente en cortes revestidos con osteolpontm

(osteopontina humana o de rata, 2,5 j.g/ml) y se incuban durante 2 horas a 37°C '
 J Se retiran células no adherentes lavando los cortes vigorosamente en! doluclon

salina tamponada con fosfato y las células gque permanecian en fos cortes se fijan en' cetona.
1

® Los osteoclastos se tifien para fosfatasa dcida resistente a_tartrato (TR.Jr\P), un

marcador selectivo para células de este fenotipo (véanse las etapas 15-17, y s¢ cue'rétan por

microcopia Gptica. Los resultados se expresan como % de la adhesion comparado{con un

[ S
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testigo de vehiculo.

|

I

I

N

Ensayo de adhesion a células i

|
Células y cuitivos celulares |

Se obtuvieron células de rifion embrionario humano (células HEK293) a partir de

la ATCC (catalogo n® CRL 1573). Las células se hicieron crecer en medio esenc;lql minimo

de Ear] (EMEM) que contenia sales de Earl, 10% de suero bovino fetal, 1% de élutaminn

y 1% de penicilina-estreptomicina.. g

a

Construcciones y transfecciones

Un fragmento de EcoRI-Kpnl de 3,2 kb de la subunidad &, y un ﬁ*agv,nento de

Xbal-Xhol de 2,4 kb de la subunidad J3, se insertaron en los sitios de clonac:én EcoRI-

EcoRV del vector pCDN (Aiyar et al., 1994) que contiene un promotor Cl\ld'V y un

marcador seleccionable G418 por ligadura a extremos romos. Para una expreslbﬁ esteble,
se electrotransformaron 8 x 106 células HEK 293 con construcciones o, g (20 pg de
DNA de cada subunidad) usando un dispositivo Gene Pulser (Hensley et al., 1_9594) y se
dispusieron sobre placas en placas de 100 mm (5 x 103 células/placa). Después de 48 horas,
¢l medio de crecimiento se complementé con 450 pg/ml de Geneticina ((}4138!s sulfato,
GIBCO-BRL, Bethesda, MD). Las células se mantuvieron en el medio de selep:ci:én hasta

. . : S
que las colonias eran suficientemente grandes para ser sometidas & ensayo. ! -

Andlisis inmunocitoguimico de células transfectadas

Para determinar si los transfectantes de HEK 293 expresaban el rg:@:eptbr de

vitronectina, las células se inmovilizaron en placas inclinadas de vidrio para micrcis:c ppio por

centrifugacion, se fijaron en acetona durante 2 minutos a TA y se secdron con airg:. La

reactividad especifica con 23C6, un anticuerpo monoclonal especifico para el lcomplejo
"

a3, se determiné usando un método de inmunofluorescencia indirecta cldsica: |

Estudios de adhesion celular _
Placas ELISA de 96 pocillos de Corning fueron pre-revestidas durante una noche
& 4°C con 0,1 ml de vitronectina humana (0,2 J.g/ml en medio RPMI). En el momento del

et
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experimento, las placas se lavaron una vez con medio RPMI y se bloquearon ct‘nl') 3;5% de
BSA en medio RPMI durante | h a TA. Se volvieron a poner en suspension ‘2?3 células
transfectadas en medio RPMI, complementado con Hepes 20 mM, pH 7,4,y BSA al 0,1%
aune densidad de 0,5 x 106 células/ml. Se afiadio 0,1 ml de suspensidn celulara cafla pocilio
y se incub durante 1 h a 37°C en presencia o ausencia de diversos antagomstag _de aps.
A continuacion de la incubacidn, se afiadieron 0,025 m! de una solucion de fonﬁii.lidelﬂdo al
10%, pH 7,4, y las células se fijaron a TA durante 10 minutos. Las placas se lava'.rd:ﬁ 3 veces
con 0,2 ml de medio RPMI y las células adherentes se tifieron con 0,1 ml: dq ‘azul de
toluidina al 0,5% durante 20 minutos a TA. El tinte en exceso se separd med:ante lavado
intensivo con agua desionizada. El azul de toluidina incorporado en las oélul se eluyo
mediante la adicién de 0,1 m) de etanol al 50% que contenia HCI 50 mM. La adhemén
celular se cuantifico a una densidad 6ptica de 600 nm en un lector de placas de rmprotltula-
cion (Titertek Multiskan MC, Sterling, VA). | ‘
Ensayo de unién de o, 5 en fase s6lida: :
El receptor de vitronectina avﬂs se purifico a partir de placenta hm!nana. La
prepafacién del receptor se diluy6 con Tris-HC! 50 mM, pH 7,5, NaCl 100 mﬁ,éCaClz 1
mM, MnCl, 1 mM, MgCl, 1 mM (tampén A) y se afiadi6 inmediatamente a plic ELISA
de 96 pocillos a 0,1 ml por pocillo. Se afiadieron 0,1-0,2 pig de ez, 3, por poclllo Las placas

se incubaron durante una noche a 4°C. En el momento del experimento, los: poclllos se

Lavaron una vez con tampén Ay se incubaron con 0,1 ml de albimina de suerg povmo a

3,5% en el mismo tampén durante 1 ha TA. A continuacion de la incubacién, loi pocillos
se aspiraron completamente y se lavaron dos veces con 0,2 ml de tampén A. .

En un ensayo de competicion de [H*]-SK&F-107260, se aﬁadxeron' diWsu
concentraciones de antagomstas sin marcar (0,001-100 [1M) a los pocillos, y segw damente
se afiadio [H*)-SK&F- 107260 5,0 nM. Las placas se incubaron durante 1 h ) ‘TA. A
continuaci6n de la incubacion, los pocillos se aspiraron completamente y se lava.roél una vez
con 0,2 ml de tampén A enfriado en hielo en una manera de pocillo a pocillo. Lo§ receptores
se solubilizaron con 0,1 ml de SDS al 1% y el [H*]-SK&F-107260 unido se deterffiing por
recuento del centelleo del liquido con la adicién de 3 ml de "Ready Safe” en un cor tador de
centelleo del liquido Beckman LS 6800, con un 40% de eficacia. La unién no esp c[ﬁca de
[F°]-SK&F-107260 se determind en presencia de SK&F-107260 2 UM y era consxstente-

[?0\
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mente menor que 1% del ‘aporte total del radioligando. La IC,, (conccntrfwibn del
antagonista para inhibir un 50% de 1a unién de [H*]-SK&F-107260) se determiné medlante
una rutina de ajuste de la curva por minimos cuadrados, no lineal, que se mod:ﬁcé a partir
del programa LUND()N—Z. LaK;{constante de disociacion del antagonista) se cgl:m!é segun
1a ecuacion de Cheng y Prusoff: K, =IC4/(1 +L/K)), enla que L yK, eran la conc Eﬁn'gcién
y la constante de dis;c-ciacién de [H?]-SK&F-107260, respectivamente. e

Inhibicién de unién de GPIIb-IIIa mediada por RGD

Purificacién de GPI1b-IIXa .
Se lisaron diez unidades de plaquetas humanas lavadas y caducadas (obt'eﬁdas de
la Cruz Roja) mediante agltambn suave en octilglucdsido al 3%, Tris-HCI 20 le{ pH 7.4,
NaCl 140 mM, CaCl; 2 mM a 4°C durante 2 h. El lisado se centrifugé a 100. 000 g -durante
1 h. La materia sobrenadante obtenida se aplicd a una columna 4B de lentxl-lecnml-sefarosa
de 5 ml (Laboratonos E. Y.) previamente equilibrada con Tris 20 mM-HCI, pH 7,4, NaCl
100 mM, CaCl, 2 mM y octilglucdsido al 1% (tampén A). Después de 2 h de’ ml:ubacibn,
la columna se lav6 con 50 ml de tampén A frio. El GPITb-IIIa retenido en lectma 8e eluyo
con tampon A que contenia dextrosa al 10%. Todos los procedimientos se reahzaflon 44°C.
El GPIIb-TMa obtenide era >95% puro segln se mostré mediante elech'oforesxs de gel de
poliacrilamida SDS. | S

1 .

Incorporacién de GPIIb-IIIa en liposomas i l a

Unamezcla de fosfatidilserina (70%) y fosfatidilcolina (30%%) (Avanti Polar-L:plds)
se seco en las paredes de un tubo de vidrio bajo una corriente de nitrégeno. El GPIb-IIla
purificado se dlluyé hasta una concentracion final de 0,5 mg/ml y se mezclnl ‘con los
fosfollpidos en una re!aclén proteinas:fosfolipidos de 1: 3 (p:p). Lamezcla se volw a ponr.-.r
en suspension y se snmcé en un bafio sonicador durante 5 minutos, La mezcla se dmhzo
seguidamente durante una noche usando tubos de didlisis de cortes de peso mol cular de
12.000-14.000 frente a un exceso de 1.000 veces de Tris 50 mM-HC, pH 7, 4 NaCI 100
mM, CaCl, 2 mM (con dos cambios). Los liposomas que contenian GPIIb-IIia se
centrifugaron a 12. 000 g durante 15 minutos y se volvieron a poner en suspenué;n en el

tampén de didlisisa yna concentracion final de proteinas de aprommadamente 1.img/ml. Los
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liposomas se almaceraron a -70°C hasta que se necesitaron.

Um&n competltwa a GPIIb-IIIa

La union del receptor de fibrindgeno (GPIIb-1112) se ensayo medlante uu método
de unién competmva indirecta usando [H*}-SK&F-107260 como un ligando de tibo RGD.
El ensayo de union se realizé en un conjunto de placas de filtracién de 96 pocﬂlos (Mﬂllpore

Corporation, Bedford MA) usando membranas de durapore hidraulicas de 0, 22 |J.m Los
pocillos se re\nstlergn previamente con 0,2 ml de polilisina de 10 pg/ml (Slgma Fhermcal
Co., St. Louis, MO) a TA durante 1 h para bloguear l2 union no especifica. Se a:ﬁadieron
diversas concentraciones de benzazepinas sin marcar a los pocillos por cuad:u;ilibadh. Se
aplico [H?]-SK&F-107260 a cada pocillo a unt concentracién final de :4,5 nM, y
seguidamente se aflzdi6 1 pg de los liposomas que contenian GPIIb-Ila dc' laquetas
purificadas. Las me.zclas se incubaron durante 1 ha TA. El [H*]-SK&F- 107260 unido a
GPITb-IlIa se separ() del no unido por filtracion usando un distribuidor de ﬁltrac:on
Millipore, y lavando seguidamente con tamp6n enfriado en hielo (2 veces, cada una de 0,2
ml). La radxoacthdad de union restante sobre los filtros se contd en 1,5 mt; d "Ready
Solve" (Beckman Instruments, Fullerton, CA) en un contador de centelleo’ del hqmdo
Beckman (modelo L 56800) con un 40% de eficacia. La unién no especifica se detenmmS
en presencia de SK&F-107260 sin marcar 2 WM y era consistentemente menor qﬁe 0 14%
de Ia radioactividad total afiadida a las muestras. Todos los puntos de datos son: la media de
determinaciones por cuadruplicado.

Se anahzamn los datos de unidn de competicién mediante un proceaimienio de

gjuste de la curva por minimos cuadrados, no lineel. Este método proporcionala IC,, delos
antagonistas (conccntraclbn del antagonista que inhibe la union especifica de [H’]-SK&F
107260 en 50% en ¢i equilibrio). La IC,, esta relacionada con la constante de- dnsocmclon
de equilibrio (K)) del antagonista basada en la ecuacién de Cheng y Prusoff: K, = IC,oI(l +
L/Kd), enla queL és la concentracion de [H*]-SK&F-107260 usada enel ensa.:y"o Iie unién
competitiva (4,5 nM) y Kd es la constante de disociacién de [H]-SK&F-107260 g ue és 4,5
nM seglin se dctenmna mediante un anélisis de Scatchard. :

Los compzu estos preferidos de esta invencién tienen una afinidad por ¢ el ;eceptor

devitronectina con relaclon al receptor de fibrinbgenomayor que 10:1. Los compuestos mas

1
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preferidos tzenen una relacion de actividad mayor que 100:1.
La eﬁc.ncu de los compuestos de formula (I) soloso en combmaclén conunagente

_ antineoplstico se puede determinar usando diversos modelos de tu.mores de ratdn

trasplantables. Véanse las patentes de EE.UU. n® 5.004.758 y 5.633.016 para detalles de

estos modelos.

Los ejemplos que siguen no estén destinados en modo alguno a limitar el alcance
de esta invencic’m: 4ino gue se proporcionan pera ilustrar el modo de preparar y u.wl'sar los
compuestos de esta invencién. Muchas otras realizaciones seran facilmente ewdentds para

{os expertos en la tt.cmca

: Genersl

Los espe:’ptros de resonancia magnética nuclear (' RMN) se registfr"afon a 250,
3006 400 MHz. Las desplazamientos quimicos se expresan en partes por m:llén(dd) ol
ehajo del patrén interno de tetrametilsilano (TMS). Las abreviaturas para los datos de
s0n como sigue: s=singlete, d=doblete, t=triplete, q=cuartete, m=multiplete, dd=doblete de -
dobletes, di=doblets de tripletes, app=aparente, br=ancho. J indica la ck;pstm de
acoplamiento de RMN medida en hertzios. CDCI, es deutorocloroformo, ﬁMSO—E
hexadeuterodimetilsulféxido y CD,OD es tetradeuterometanol. Los especiros mfranio;os
(IR) se registraron er._ el modo de transmision, y las posiciones de la banda se expresa[n en

longitudes de onda i inversas {(cm™). Los espectros de masas se obtuvieron usando técricas

e e e e e it

de ionizacidn por eleﬂropulvenzaclén (ES) o FAB (bombardeo con étomos r&p:dos)
analisis elementales se realizaron en el mismo lugar o por Quantitative Technolog:cs ﬁnc
Whitehouse, NJ. Lus puntos de fusién se tomaron en un aparato de puntos de fusién
Thomas-Hoover y es__t.m sin corregir. Todas las temperaturas se expresen en gradqs Celsjus.
Se usaron placas de capa fina Analtech Silical Gel GF y E. Merck Silical Gel 60 F-254 fiara
la cromatografia de Ei:.apa fina. Se llevaron a cabo cromatografiss tanto ripid; 'c"omtj de
gravedad en gel de sihoe E. Merck Kieselgel 60 (malla 230-400). La HPLC amlitl
preparativa se llevamn a cabo en cromatografos Rainin o Beckman, ODS se reﬁere alun
soporte cromatogr&ﬁcu de gel de silice derivado de octadecilsililo. Apex-ODS de‘S i indica
un soporte cromatogmﬁco de gel de silice derivado de octadecllslhlo que tiene un tamafio
de particulas nomma]=de 5 W, fabricado por Jones Chromatography, Littleton, Color 0.
YMC ODS-AQ® es un soporte cromatogrifico de ODS y es una marca reg13trada de|ia

|
|
l
|
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empresa YMC Co. Ltd., Kyoto, Japon. PRP-1® es un soporte cromatografico polimero
(estireno-divinilbenceno), y es una marca registrada de la empresa Hamilton Co., Reno,
Nevada. Celite® es irn adyuvante de filtracién compuesto de silice de diatomeas lavada con

acido, y es una marce registrada de Manvile Corp., Denver, Colorado.

Pre cién 1

Preparacion de 6-(metilamino)-2-pjridiletanol

a) 2-(terc-Butoxicarbonilamine)-6-picolina.

Una solucidn de 2-amino-6-picolina (21,63 g, 200 mmoles) y bicarbonato de di-
terc-butilo (52,38 g, 240 mmoles) en CH,CL, (200 ml) se concentré en €l evaporador
rotatorio a 50°C, y el residuo resuitante se dejd rotar en el evaporador rotatorio a’50°C bajo
vacio. Después de 21,5 h, la reaccion se diluyd con hexano (400 ml) y se filtro a través de
gel de silice (hexano seguido de 20% de EtOAc/hexano). Una concentracion dejé el
compuesto del titulo (41,84 g, cuantitativo) en forma de un aceite amarillo claro que
solidificd gradualmente en reposo: H'-RMN (250 MHz, CDCl,) 6 7,71 (d, J=8,3 Hz, 1H),
7,40-7,65 (m, 2H), 6,30 (d, J=7,5 Hz, 1H), 2,43 (s, 3H), 1,50 (s, 9H); MS (ES) rg-'i/e 153 (M
+H - CH,)". a

b) 2-[(terc-Butoxicarbonil)metilamino]-6-picolina

Se afiadio NaH (60% en aceite mineral, 3,60 g, 90 mmoles) en partes durante
verios minutos & una solucién de 2-(terc-butoxicarbonilamino)-6-picolina (15,62 g, 75
mmoles) y yodometano (9,3 ml, 150 mmoies) en DMSO anhidro (75 ml) a 15°€ (bafto de
agua fria). La temperatura interna se elevd a 35°C, Cuando cesé el desprendimiento
gaseoso, el baflo de agua fria se retird y la reaccion se dejo agitar a TA. Después .de 0,5h,
la mezcla amarille oscura se vertié en hielo/H,0 (300 ml) y se extrajo con Et,0 (3 x 300 ml).
Las capas orgénicas combinadas se lavaron secuencialmente con H,0 (2 x 75 ml) y salmuera
(75 ml). El secado (MgSO,) y la corcentracién dejaron un aceite amarilio que se
cromatografi6 sobre gel de silice (7% EtOAc/hexano). El compuesto del titulo:(13,01 g,
78%) se obtuvo en forma de un aceite débilmente amarillo; H-RMN (250 MHz, CDCL,) 6
7,51 (appt, 1H), 7,37 (4, J=8,2 Hz, 1H), 6,86 (d, J=7,2 Hz, 1H), 3,38 (s, 3H), 2,49 (s, 3H),
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1,50 (s, 9H), MS (ES) m/e 223 (M+H)".

c) 6-[(ten-Butoxicﬁbonﬂ)metihmino]-z-piridilacetato de etilo

Se preparé LDA a 0°C bajo argon a partir de diisopropilamina (19,5 m! 139,14
mmoles) y n-Buli 2, 5 M en hexano (46,4 ml, 115,95 mmoles) en THF seco (3 50 ml). Esta
solucién se enfri6 a -78°C y se afiadié gota a gota una solucién de‘. 2-[(terc-
butoxicarbonil)metilatnino}-6-picolina (10,31 g, 46,38 mmoles) en THF seco (46 ml)
durante 10 minutos. S-. us6 THF seco adicional (2 ml) en la transferencia. La soluclén color
naranja se agité a -78°C durante 15 minutos y seguidamente se afiadié r&pldamente
carbonato de dietilo (0,2 ml, 51,02 mmoles). La solucién roja se agitd a -78°C __durante 15

minutos, seguidaments se inactivé con NH,Cl semisaturado (175 ml). La mezcla se calentd

" a+5°C y se extrajo con EtOAc (175 ml) y seguidamente con CH,Cl, (2 x 100 ml). Las fases

organicas combinadas se lavaron con salmuera (100 ml), se secaron (MgSO,) y se
concentraron. El aceite amarillo nebuloso se cromatografié sobre gel de shide (15%
EtOAc/hexano) para proporcionar el compuesto del titulo (10,72 g, 79%) en forma de un
aceite emarillo luminoso: H'-RMN (250 MHz, CDCl,) 6 7,51-7,63 (m, 2H), 6,91- 7,03 (m,
1H), 4,19 (q, J=7,1 Hz, 2H), 3,77 (s, 2H), 3,38 (5, 3H), 1,27 (t, J=7,1 Hz, 3H), 1; Sl(s 9H);
MS (ES) m/e 295 (M+H)". :

d) 6-[(terc-butoxicirbonil)metﬂamino]-z-piridiletanol

Una solucién de LiBH, 2 N en THF (7 ml, 14 mmoles) se afiadi6 por mé:i_io deuna
jeringa a una solucién agitada de 6-[(terc-butoxicarbonilmetilamino]-2-piridilacetato de
etilo (6,97 g, 23,7 munoles) en THF anhidro (30 mf) bajo argén. La reaccion se calentd
seguidamente de forina lenta hasta reflujo (exotermia inicial). Después de 16 h a reflyjo, la
reaccion se enfrid a 0°C y se inactivé cuidadosamente con agua (50 mi). La-n:lezc.la se
extrajo con EtOAc (150 n"nl) y la capa orgénica se lavo con salmuera, se seco (Na,50,) y
se concentré. Una purificacién por cromatografia ripida sobre gel de snhc.e (35%
EtOAc/hexano) proporciond el compuesto del titulo (5,26 B, 88%) en forma de un aceite
transparente: H'-RMN (400 MHz, CDCl;) & 7,57 (m, 2H), 6,88 (d, J=7,2 Hz, 1H), 4,01 (,
2H), 3,39 (s, 3H), 3, C-O (t, 2H), 1,53 (s, 9H); MS (ES) m/e 253,2 (M+H)".

€) &(Metildmino)-}-piﬁdiletanol
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A 6-{(terc-butoxicarbonil)metilamino)-2-piridiletanol (17,9 g, 71 mmoles) se

- afiadié una solucién;:c".e HCl 4 N en dioxano (200 ml). La reaccion se agit6 a TA durante 1

h (se observé un suave desprendimiento gaseoso) y seguidamente se concentré hasta
sequedad. El prodﬁctu como la sal de hidrocloruro solidificé bajo vacio. El sélidt_):se disolvi6
en NaCl-solucién sa%turada de NaOH 1,0 N (75 ml) y la solucién se extrajo con Et,0 (2 x
200 ml). Las capas orgéanicas combinadas se lavaron con saimuera, se secaron (N2,50,) y
se concentraron par=a proporcionar el compuesto del titulo (9,12 g, 85%) en forma de un
solido céreo: H! RMN (400 MHz, CDCl,) dd 7,37 (t, 1H), 6,42 (d, J=7,3 Hz, 1H), 6,27 (d,

J=8,3 Hz, 1H), 4,62i(br, 5, 1H), 3,96 (t, 2H), 2,90 (d, J=5,2 Hz, 3H), 2,84 (, ZH),MS(ES)
m/e 153 (M+H)". :

Preparacion 2
Preparacién de 2-[_5 6,7,8-tetrahidro-1.8-naftiridin-2-il)-1-etano

a) 2-(l’|valollammo)p|r|d|na .

A una solucu'm de 2-aminopiridina (94,12 g, 1 mol) y EtyN (167,3 ml; l 2 moles)
en CH,Cl, (1 htro)_ s€ afiadio cloruro de pivaloilo (135,5 ml, 1,1 mol) gota a‘gota a 0°C.
La mezcla se dejé c'a!entar a TA a medida que se calentaba el baflo. Después de 18 h, la
mezcla se filtro. El filtrado se lavé secuencialmente con HyO (1,5 lltl'OS) y NaHCO,
saturado(2 x 1,5 htros) después se secd (MgSOy4) y se concentrd a presion redumda para
dar el compuesto del titulo (183 g, 103%) como un sélido blanquecino: 1I-I ‘NMR (300
MHz,CDCl3)6828 (m, 2 H), 8,00 (s ancho, 1 H), 7,70 (m, 1 H), 7,03 (m, lH), 1,31 (s,
9 H); MS (ES) m/e 179 M + H)*,

Nota: 'H NMR mdu:o la presencia de una pequefia cantidad de impurezas que contenian

ferc-butilo, pero el matenal es lo suficientemente puro para usarlo en la etapa slguxeme

b) 2-(P|valollnmmo)-3-p|r|dmacarhoxaldehido

Auna soluclon de 2-(pivaloilamino)piridina (17,8 g, 100 mmol) en THF seco (250
ml) a -20°C se afadio n-BuLi (solucién 25 M en hexano, 100 ml, 250 mmol) gota A gota a
lo largo de 30 min. Después de 2 h, se afiadié gota a gota DMF (21 ml, 275 mmol) a lo



10

15

20

25

30

; - 43 - : - \'&\9

largo de 30 min. La i:';xez.cla se dejo calentar a TA mientras se calentaba el bafio. Déspués de
18 h, se extinguio ila reaccién por adicion de NH4Cl saturado (300 ml), y la mezcla

resultante se extrajoéc:on EtOAc (3 x 400 ml). Las capas orgénicas combinadas se secaron

‘ (MgS0y) v conceni'raron para dar el compuesto del titulo como una mezcla 2:1 con 2-

(plvaloﬂannno)plndma (22 g). IH NMR (300 MHz, CDCl3) 6 10,95 (s ancho, 1 H) 9,95
(s, 1 H), 8,69 (m, IH) 8,02 (m, 2 H), 7,20 (m, 1 H), 1,38 (5, 9 H); MS (BS)m/e207(M
+H)T.

Nota: El procedimieﬂ"m anterior serepitié utilizando 1-formilpiperidina (30,5 n1L'527;5 mmol)
en lugar de DMF pnr{a dar el compuesto del titulo como une mezcla 4:1 con 2-(p:valoﬂmu-
no)piridina (21 g). J

I

c) Z-Amlnms-pnndlnuacarbonldehxdo

Se disolvié: 2-p1valmlarmno)-3 -piridinacarboxaldehido (procedente de la ctapa b,
43 g)en HCI3 M (500 ml), y la solucidn se calenté a reflujo. Después de 18 h, la mezcla
seenfrica TAyel pH se ajustd cuidadosamente a 7 utilizando K»CO4 solido. La solucién
2Cu0sa se extrajo co__p EtOAc (3 x 500 ml). Las capas organicas combinadas se ‘secaron
(MgS0,4) y concentr!iron para dar el compuesto del titulo (24,57 g, 101%) como un sélido
pardo rojizo: 1H NMI (300 MHz, CDCly) 8 9,85 (s, 1 H), 8,24 (m, 1 H), 7,80 (m, 1 H),
6,90 (s ancho, 2 H), 6‘74(m 21-1),MS(ES)m/e123(M+H)+ :

d) 2-Met|l-1,8-naftnf'ldma

Auna so!ucmn de 2-amino-3-piridinacarboxaldehido (procedente de la etnpa c,
24,57 g) en acetona ( 750 mi) se afiadi prolina (2,3 g, 20 mmoel), y despusés la: mez.cla se
calentd a reflujo. Después de 48 b, Ia mezcla se enfri6 a TA, se filtrd y se concentro La
cromatografia mstanténea en colurna sobre gel de silice (35% de acctonamexano) dio el
compuesto del tltuloI (18, 5 g 64% a lo largo de 3 etapas) como un séhdo amarillo
anaranjado: IHNMRGOOM-Iz, CDCl3) & 9,07 (m, 1 H), 8,10 (m, 2 H), 7.40,(m, 2H),

2,80 (s, 3 H); MS (Eq) m/e 145 (M + H)*.

¢) 2-Metil-5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridina _
Una mezcla %ie 2-metil-1,8-naftiridina (18,5 g, 128 mmol), 10% de Pd{C;(S gy
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EtOH absoluto (156" ml) se agitd por balanceo en hidrogeno (1,05 kg/em?2) en un aparato
Parr. Después de 24 h, la mezcla se filtrd a través de celite®, y el lecho del ﬁltro de lavo
secuencialmente con FtOH absoluto y EtOAc. El filtrado se concentré a sequedad para dar
el compuesto del t1tulo (18,85 g, 99%) como un sblido blanquecino: IH NMR (3 00 MHz,
CDCly) & 7,02 (d, I :7,5Hz, 1 H), 6,34 (d, ] = 7,5 Hz, 1 H), 4,80 (s ancho, 1 H), 3,38 (m,

2H),2,74(m, 2 H)‘.' 2,30 (s, 3 H), 1,88 (m, 2 H)}; MS (ES) m/e 149 (M + I-l)"'.

) Z-Metu-s-(tﬂc-bntoxlcarboml)-s 6,7,8-tetrabidro-1,8-naftiridina .

Auna soluclén de 2-metil-5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridina (23,32 g, - IS7 mmol)
y dicarbonato de d:—tfrc-bunlo (44,74 g, 205 mmol) en THF seco (750 ml) a 0°C se afiadit
LiHMDS (solucién 1, (M en THF, 205 mJ, 205 mmol) gota a gota. Treinta minutos después
de completarse la adf:cién, se extinguio la reaccion por adicion de NH4Cl satura&o {500 ml)
y se extrajo la mezclai" :on EtOAc (3 x 500 ml). Las capas orgénicas oombinadas:‘ sé secaron
(MgSO4y conocntraron apresionreducida. La cromatografia instantdnea en columna sobre
gel de silice (40% de FtOAc/hexano) dio el compuesto del titulo (32,3 g, 83%) como un
aceite amarillo cla:o* ]lH NMR (300 MHz, CDCl3) 8 7,27 (d, J=7,6 Hz, 1 I-I), 6,81(d, J
= 17,6 Hz, 1H), 3,69 & ;79(m,2H), 2,65 -2,75 (m, 2 H), 2,48 (s, 3 H), 1,83 /1,98 (m, 2
H), 1,52 (s, 9 H); M$ (ES) m/e 249 (M + H)™. -
g) [8-(t¢rc-butoxica¥honil)—5,6 7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-iljacetato de eﬁlo

Auna soluaon de diisopropilamina (47,7 ml, 364 mmol) en THF seco (250 ml)

a 0°C se afladio n-BuLl {2,5 M en hexano, 145,6 ml, 364 mmol) gota a gota. Después de 15

min, se afiadié gota aigota esta solucion a una solucién de 2-met|l-8-(rerc-buto:ucarboml)
5,6,7,8-tetrahidro-1, s-naﬁmdma (32,3 g, 130 mmol) y carbonato de dietilo (56 8 ml 48]
mmol) en THF seco (400 ml) a -78°C. Despues de 30 min, se extinguio la reaombn por
adicién de NH4Cl satin ado (500 ml), yla mezcla se calenté a la TA y se extrajo con EtOAc
(3 x 500 ml). Los extractos orginicos combinados se secaron (MgSO4), se ﬁlu'aron y se
concentraron a pres16n reducida. El secado a alto vacio durante una noche dio el compuesto
del titulo 42,52 g, 102%) como un aceite amarillo claro; 1H NMR (300 MHz, CDCl;) &
7,35(d, J=7,5 Hz, 1'[—[},696(d Y=17,5Hz, 1 H), 4,18 (t, 2 H), 3,75 (m, 4 H), 272(t 2

H), 1,91 (m, 2 H), 1,52(5 9H), 124(m,3H)MS(ES)m/e321(M+H)
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Nota: LH-NMR ini;licé una pequefia cantidad de carbonato de dietilo presente en el
producto, pero el m'gm:erial se suficientemente puro para uso en la siguicnte etapa.

h) 2-(5,6,7,8-Tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)-1-etanol !

A una so[tlsién de [8-(terc-butoxicarbonil)-5,6,7,8-tetrahidr’o-l,S-ﬁaﬁirigiin-Z-
iJacetato de etilo (42,52 g, 130 mmol) en THF seco (650 ml) a TA se sfadi6 LiBH, (2,0
M en THF, 65 ml, 13:0 mmol) y la mezcl.a resultante se calenté a reflujo. Despl;és' de 18 h,
le mezcla se enftié t 0°C y la reaccion se extinguié cuidadosamente con H20 (300 mi).
Después de 10 min, Ia mezcla se extrajo con EtOAc (3 x 500 ml). Los extractos orgumcos
combinados se secaron (MgSQ,), se ﬁltraron y concentraron a presion raduclda

El residuo Fntenor se disolvié en CH,Cly (3 x 300 ml). A esta soluclon se afladié
HCl 4 N en dioxano ( 300 ml) lentamente a TA. Después de 4 h, la mezcla se concentro a
presnén reducida. El fe siduo se recogié en una mezcla 1:1 de NeOH 1,0 N y NaCl saturado
(300 ml) y se extra;& con CH;Cly (3 x 300 ml). Los extractos organicos combmados se
secaron (MgS0,), sf filtraron.y se concentraron a presion reducida. El res:duo i5€ TEeCOgiO
en Et90 (250 ml) y e aftadit gota a gota Acido formico al 96% (130 rnmol) El solido
resultante se recoglélp or filtracién y se lavé con Et2O (2 x 50 ml). El sélido se disolvié en
una mezcla 1:1 de N ()H 1,0 N y NaCl (300 ml) y la soluci6n se extrajo con CH2C12 3x
300 ml). Los emo'tos organicos combmados se secaron (MgS0Oy,), se ﬂltraron y se
concentraron a presidn reducida para dar ¢l compuesto del titulo (11,1 g, 48% a lo largo de
4 etapas) como un sjhdo amarillo. 'H NMR (300 MHz, CDCl3) 87,05 (d, J = 7 6Hz, 1
H), 6,33 (d,J= 7.6 H[z 1H),3,90(t,2 H) ,39(m, 2H), 2,751, 2H), 2,70 (1, ;2 H), 1,90
(m, 2 K); MS (ES) w.a 179 M+H)*,

a) N—Metoxl-N-meﬂ{ 2-(4-metoxifenil)acetamida .

Auna solucibn de acido 4-metoxifenilacético (3,3 g, 20 mmol) en DMF seca (75
ml) se afiadié hidroclofuro de N-metoxi-N-metilamina (1,95 g, 20 mmol), EtyN (3 1ml, 22
mmol), HOBt.H,O (j 95 g, 22 mmol), y EDC (2,7 8, 22 mmol). La soluci6n se aglto aTA

I
I
I.
1
B
'..
l
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durante una noche, );:despue‘s se concentré a vacio. El residuo se recogio en una solucion
de NayCO; al 5% EIO ml) y se extrajo con CH;Cl; (3 x 20 ml). Las capaé organicas
combinadas se secal 'on sobre MgSOy, se filtraron y conccntraron El resnduo se
cromatograﬁé sobreigrel de silice (3% de MeOH/CH,Cl, para dar el compuesto del titulo
(1,54 g, 37%) comomn solido blanco: MS (ES) m/e 210 (M+H)*- * .
b) 2-(4-(Metonl'eml)—l [4-(trifluorometil)fenil]etanona :
Auna soluclon de sec-BuLi (1,3 Men THF, 22,6 ml, 29,5 mmol) en TI-IF seco (50

ml) se afladi6 4-bromobenzotnﬂu oruro (3,3 g, 14,7 mmol) en THF seco (20 ml) gota agota

a -78°C. Después de 20 min, se afiadié gota a gota N-metoxi-N-metil- 2-(4-metox1fe-
nil)acetamida (1,5 g, 7,4 mmol) en THF seco (20 ml). Después de 1 h, se axtmgmo la
reaccion con N'H4Cl Saturado (10 ml), se calenté a la TA y se extrajo con Et,0 (3 x 20 ml).
Las capas orgénicas combmadas se secaron sobre MgSOy, se filtraron y concentraron El
residuo se cromatognrlé sobre gel de silice (15% de EtOAc/ hexano) para dar el compuesto
del titulo(2,2g, | 100% ) como un solido amarillento: TLC (1,5% de EtOAc/hexano) R¢0,81;
1HNMR(300MHz:|"DCl3) §8,10(d, J=82Hz, 2 H), 7,72 (d, ] = 8,2 Hz, ZH) 7,18
(d, 7=8,7Hz, 2 H), 688(d J=8,7Hz, 2 H), 4,25 (s, 2 H), 3,79 (s, 3 H).

c) (:h)-d-(d-metonfen |l)-3-[4-(tnﬂuorometnl)reml]crotonato de etilo

Auna suspensxon de NaH al 60% (350 mg, 8,84 mmol) en tolueno anhldro (30 'mi)
se afiadi6 gota a gotaf fosfonoacetato de trietilo (2,0 g, 8,84 mmol) en tolueno seco (20 mi)
a TA Después de 15 min, se afiadi6 una solucién de 2- (4-metox1feml) 1-{4-
(tnﬂuoromenl)fenﬂ]ettmona (1,3 g, 4,42 mmoles) en tolueno seco (15 ml), yla soluclén se
calenté a reflujo. Después de 16 h, la reaccidn se extinguié por adicion de N'H4Cl saturado
(10 ml) y 1a mezcla seE ‘extrajo con EtOAc (3 x 20 ml). Las capas orgénicas combmadas se
secaron sobre Mg804 se filtraron y se concentraron. Se obtuvo el compuesto del tltulo (2 2
g, 56%, una mezcla de dos componentes) como un aceite amarillo claro: TLC (5% de

EtOAc/hexano) Ry 0 42 0,44. Este material se utilizo sin mis purificacién.

k
i:

d) (ﬂ:)-4-(4-M€'i'oxifenil)-3-[4-(triﬁuommetilfenil] butanoato de etilo | -
Auna suspcnsnén de 10% de Pd/C (600 mg) en EtOH absoluto- (50 ml) se anadlé
(d:)-4-(4-meto:nfeml) '-[4-(tnﬂuorometll)feml]crotonnto de etilo (2,2 g, 6 mmol), y la

ot

E
E,
£
i;
%
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mezcla se agité conf movimiento oscilatorio en un aparato Parr a TA enH, (3:::,5 ;kg/cmz).
Despuésde 4 h, la nic.zcla se filtré a través de un lecho de celite® y el filtrado se cﬁncentré

Esta secuencia de réiccion se repiti6 tres veces. El residuo se cromatografié s sobre gel de
silice (35% de EtOAclhexano) para dar el compuesto del titulo (900 mg, 56%) como un
aceite: TLC (5% de- I:tOAc/hexano) R¢ 0,46, IH NMR (300 MHz, CDCl3) 5 7 s1(d,J=
8,2Hz, 2 H), 724(d,] 8,2Hz,2H),6,94(d, J=8,7Hz,2H), 6,76 (d, ] = 8‘7Hz,2H)

3,99 (q,J=7,1Hz, 2H), 3,76 (s, 3H), 3,35- 3,50 (m, 1 H), 2,75 - 293(m,2H) 269(dd

J=15,6,6,4 Hz, 1 H), 2,60 (dd, J= 15,6, 8,9 Hz, 1 H), 1,11 (1, ] =7,1 Hz, 3'H).

e} (£)-4-(4-hidroxifenil)-3-[4-(trifluorometil)fenil] butanoato de etilo
A una solucioén de (:h)-4-(4-metoadfenil)-3—[4—(triﬂuorometil)feni1]b|.'|.tnnoato de

' etilo (450 mg, 1,23 mmol) en CH,Cl, (5 ml) se afiadié BBr4 (1,5 ml, 1,48 mm‘lol); 2 -10°C.

Después de 3 h, la reaccién se extinguié cuidadosamente con EtOH (10 ml) yé‘laf solucion
se dejé calentar a TA. La mezcla se concentrd y el residuo se cromatografio s:obre gel de
silice (20% de EtQOA~/hexano) para dar el compuesto de] titulo (270 mg, 637:9) ':como un
aceite amarillo; TLC (20% de EtOA/hexano) Re0,22. -

P racién
fenillbutanoato de metilo

a) 4-Bromo-1-(triisopropilsillloxi)benceno
A una solucifn de 4-bromofenol (17,3 g, 100 mmol) en DMF seca (100 ml) aTA

se afladi6 imidazol (13,62 g, 200 mmol), seguido por cloruro de tmsopropllslhlo (22 5 ml,

105 mmol). Después de 4 h, 1a mezcla se diluyé con HyO (50 ml) y se extrajo con hexano
(3 x 75 ml). Las capas orgénicas combinadas se secaron sobre MgSO4 se ﬁltraron y se
concentraron para darel compuesto del tltulo (32,23 g, 100%) como un aceite claro que se
utilizé sin punﬁcactén IH NMR (300 MHz, CDCl3) 8 7,29(d, J =6 Hz, 2 H) 5 .4, 7J
=6 Hz, 2 H), 1,22 (m. 3 H), 1,09 (m, 18 H). : :

3; :
b) 3-(Benciloxicarbohil)-:i-butenoato de metilo !
Se afiadi6 az‘_odicarboxilato de t_iiisopropilo (32,8 ml, 166 mmol)auna s’iolﬁcién de

!
L

8
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-carboxi-3-butenoat6 de metilo (20 g, 139 mmol), alcohol bencilico (17,2 rﬂg, 166 mmol)
y trifenilfosfina (43,7 & 166 mmol) en THF anhidro (500 mi) 2 0°C. La mezcla se dejé
calentar a medida que se calentaba el bafio a Ia TA. Después de 3 h la mezcla s¢ concentré
y el residuo se cromatogra.ﬁé sabre gel de silice (10% de EtOAc/hexano). El compuesto del
titulo (29,46 g, 91%) &e obtuvo como un aceite incoloro: 'H NMR (300 MHz, CDCI3) &
7,35 (m, 5 H), 6,48 (s, 1 H), 5,20 (s, 2 H), 3,63 (s, 3 H), 3,37 (s, Z2H).

¢) (£)-4-(4-triisopropilsililoxifenil)-3-carboxibutancato de metilo
Se desoxigetio (3 x ciclos de evacuacion/purga conNy) una solucxén de 4-bromo-
-(tmsopropﬂslhloxl)benceno (33,23 g, 100 mmol), 3- (benclloxlca;rboml)-l butenoato de
metilo (28,11 g, 120 mmol) Pd(OAc), (2 24 g 10 mmol), P(O-'tOIIl)3 (6, 09 g, 20 mmol) y
(i-Pr);NEt (34,8 ml, 200 mmol) en propionitrilo (350 ml). Después de 18 h, la mezclg se

~ concentrd y el residuo =e cromatografié sobre gel de silice (10% de EtOAcfhemo) parz dar

un aceite amarillo. El &ceite se recogi¢ en 5% de EtOAc/hexano (100 ml) y; 1a soluc:én se
dej6 estara TA. Despu és de 72 h, la mezcla se filtr y el filtrado se concemré para dar -
-(4-tmsoprop:1m:lox1fmﬂ)—3 ~(benciloxicarbonil)-3-butencato de metilo como una mezcla
de isdmeros olefinicos. Esto se utilizé inmediatamente en la etapa s1gu|ente
La mezcla anterior de olefinas se dividié én dos partes. Cada ._pan,e ‘se hizo
reaccionar de la sigui¢nte manera y lueéo se combinaron después de la filttacién: A una
suspension de 10% de Pd/C (7,4 g) en EtOAc (100 ml) se afiadi¢ la mezcla anterior de
olefinas, La mezcle se desoxigend (3 x ciclos de evacuacién/purga con Nz) y después se
cargd con Hy (3,5 kgh,mz) Después de'4 h, el H, se separé y ia mezcla se: ﬁ]tr6 a traves
de un lecho de celite®. El filtrado se concentré para dar et compuesto dej t{tulo (24,64 ¢,
89% de4-bromo-1- (tmsopropﬂsﬂﬂo:n)benceno) como un aceite claro: 1HNMR(3 COMHz,
CDCl3) 6 7,01 (d, J = 6 Hz, 2 H), 6,80 (d, ] = 6 Hz, 2 H), 3,62 (s, 3 H), 3,05 (m 2H),265
(m, 1 H), 2,40 (m, 2 H), 1,21 (m, 3 H), 109(::; 18 H).

d) Ester bencilico de (t)-N-[Z [4-(trilsopropllullloxl)-bencl[]-s-(carbometon)-
propionil]serina Vo
Aunasoluciénde (*)- 3-carboxx-4-[4-(trusopmpﬂmlﬂox1)fcnﬂ]butanoato de metilo
(5,00 g, 12,67 mmol) en DMF seca (60 ml) a TA se afiadié hidrocloruro de ester bencil:co
de serina (3,52 g, 15,21 mmol) HOBt (2 06 g, 15,21 mmol), Et3N (5,3 ml 38, 01 mmol)
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y EDC (2,92 g, 15,21 mmol). Después de 18 h, la mezcla se concentré_. El résiduo se
cromatografi6 sobre gel de silice (EtOAc al 30%/hexano) para dar el com;iues;to'.del titulo

(5,76 mg, 79%) como un aceite amarillo palido: MS (ES) m/e 572 (M-i-H)T'". .

¢) (&)-3-[4-(benciloxicarbonil)-1,3-0xazolin-2-il]-4-[4-(tri-isopropilsililoxi)fenil]-
butanoato de metila )

A una solucidn de éster bencilico de (i)-N-[Z-[4-(uiisopropilsil_ilo)éi)bencil]-3-
(carbometoxi)propionil]serina (5,76 g, iO 07 mmol) en THF seco (50 ml) se :aﬁa'('iié reactivo
de Burgess (2,88 g, 12,08 mmol) y después se calento la mezcla a reflujo. Despues de2h
la mezcla se enfrié a TA y se concentrd. El residuo se cromatogrn.ﬁo sobre gel de silice
(35% de EtOAc/hexano) para dar el compuesto del titulo_ (4,45 g, 80%) como un aceite

claro: MS (ES) m/e 554 (M+H)*. '

X L]
t)(:b)-s-[d-(bencﬂoxlurboml)-l,3—omol-2-|l]-4-[4-(trl|soprop!lsllﬂoxi)fenﬂ]butanoato
de metilo : '

Aunasolncion de (x)-3-[4-(benciloxicarbonil)-1,3-oxazolin-2-il]- 4-[4-(tmsopropﬂsn—
litoxi)fenil]butanoato de metilo (4,45 g, 8,03 mmol) en CHyCl, (40 ml) a; 0°C se afiadié
DBU (1,4 ml, 9,64 mmol), seguido por bromotriclorometano (0,95 mi, 9,64 mmol) La
mezcla se dejo calentur a8 TA a medida que se calentaba el baiio. Después de l-B horas, [a
mezcla se concentrd. El residuo se cromatografié sobre gel de silice (20% de EtOAclhexa-
no) para dar el compuesto del titulo (2,23 g, 50%) como un aceite claro; MS (ES) m/e 552
MHH)™. - by

- fi
g)(i:)-s-[4-(benc|lon'mrboml)-l,3-oxnzol-2-|l]-4 (4—h|dro-nfeml)butanoato de metilo

A unasolucién de ()-3-[4-(benciloxicarbonil)-1, 3-oxazol-2—:.l]-4—[4-(tmsoproplls:h-
loxi)fenil]butanoato de metllo (2,23 g, 4,04 mmol) en THF seco (20 ml) a 0°C se aﬂadxb una
solucion de TBAF en THF (l 0M, 6,06 ml, 6,06 mmol). Despuésde2hla mezc!a. se diluyé
con NH4CI saturado ( 10 mi) y se extrajo con CH4Cly (3 x 15 ml). Las capma| orginicas
combinadas se secarcn sobre MgSO4, se filtraron y se concentraron. El resxduo se
cromatografi6 sobre gel de silice (40% de EtOAc/hexano) para dar el compqestp del titulo
(1,4 g, 88%) como una espuma blanquecina: MS (ES) m/e 396 (M+H)*. l

¥
3
1

IV
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h) (z)-3-[4-(bencilioxicarbonil)-1,3-0xazol-2-il}-4- [4—-(tcrc-butiloximboyil)bxi)fenil]-
butanoato de metilo ' :

. A una solucién de ()-3-[4-(benciloxicarbonil)-1,3-oxazol-2-il]-4-(4-hidroxife-
nil)butenoato de metilo (700 mg, 1,77 mmol) y dicarbonato de di-ferc-butilo (463 mg, 2,12
mmol) en THF seco (1) ml) se afladié piridina (0,17 ml, 2, 12 mmol) a TA. Después de 18
h, la mezcla se concentr. El residuo se tnturo con hexano, se filtrd y se: secb a VH.OIO para
dar el compuesto del titulo (765 mg, 87%) como un sélido blanco: MS (ES) m/e 496

M+H)™. . . : ;

i) (£)-3-[4~-carboxi-1,3-0xazol-2-il}- 4-[4-(r¢nc-bntlloncarboml)on]feml]hutenonto de
metilo ' i EI

Una mezcla de (:t)-3- [4—(benc|lox|ca:boml) 1 3-oxazol-2-ﬂ]-4-[4-(terc-buulomcarbo—
ml)oxt]feml]buta.noato de metilo (765 mg, 1,54 mmol) y 10% de PA/C (164 mg) en EtOH
(20 ml) se desoxigent (3 x ciclos de evacuacion/purga con Nj) y luego se cargp con Hy
(3,5 kg/cm-zj Después de 4 h se separ6 €l Hy y la mezcla se filtr6 a través de u::i lecho de
celite®. El filtrado se concentré para dar el compuesto del titulo (659 mg, 100%) como un
solido blanco: MS (ES) mv/e 811 (2M+H) .

a) 2-Cianometil-4-(trifluorometil)tiazol | = !

Se combinaron 2-cianotioacetamida (1,00 g, 9;99 mmol): y ;3-I;memo-1-
trifluoropropan-2-one (1,04 ml, 9,99 mmol) en EtOH absoluto (50 ml) y se culehtd)fa reflujo.
Después de 18 hla mezcla seenfri a TA y se concentrd. El residuo se cromatﬁgraﬁé sobre
gel de silice (15% de EtOAc/ hexano) para dar el compuesto del titulo (1,24 g) como una
mezcla 2:1 con 2-c1moacetato de etilo: MS (ES) m/e 385 2M+H)*. ]i
. - t
b) 3-(4-Benciloxifenil)-2-[(4-trifluorometil)tiazol-2-illacrilonitrile | 3‘:

Se hizo reaccionar NaH (516 mg, d.lspermén al 60% en aceite mineral, 12 9 mmol)

o
4
=
-1

R~ -
o il H i i
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con EtOH absoluto (10 mi) a 0°C. Después de cesar el.despfendinﬁento de gas la:; mezcla se
calent6 a TA. Se aﬁad:ié 4-benciloxibenzaldehido (2,05 g, 9,68 mmol), todo de! una vez y
en forma sdlida. A esca mezcla, se afiadio gota a gota una solucion de 2-c1anometll 4.
(trifluorometil)tiazol (! 24 g) en EtOH absoluto (20 mi). La reaccion se agit6 durante 4h

. después el solido se reu.,oglé por filtracion y se lavéd con hexano para dar el compuesto del

titulo (2, 64g,42%en2 etapas) como un sélido amarillo: 1HNMZR(BOOMI—Iz CDCl3) )
8,25 (s, 1 H), 8,00 (d, T =6 Hz, 2H), 7,79 (s, 1 H), 7,40 (m, $H), 7,10 (d, F= 6Hz,2l-l),
5,18 (s, 2 H). "

) 3-(4-Benciloxifeni'l_:)-z-ciano-z-[(4-tt"iﬂuorometi!)tiaz&l-z-il]oxirnnb

A una soluciér: de 3-(4-benciloiifenil)-z-[(4-tﬁﬂuorometil)tinzol—z-il]a;::ri]onitﬁlo
(500 mg, 1,29 mmol} en CH3CN (5 mi) se afiadid aliimina neutra (1,3 g). Se aﬁadié gota
a gota clorox, un agente de blanqueo, (5 mlI) a TA. Despué§ de 1 h, la mezcla se filtré. El
filtrado se diluyé con HyO (20 ml) y se extrajo con CHyCly (3 x 20 ml). '-:J.,as capas
orginicas combinadas se secaron sobre MgSOM, se filtraron y se concentraron i:'Jara dar el
compuesto del titulo (425 mg, 82%) como un aceite lmanllo, que era Io suﬁclentemente
puro como pars utilizaclo en la siguiente etapa. 'H NMR. (300 MHz, CDC!3) 6 7,90 (s, 1
H), 7,40 (m, 7H), 7,06 (d, ] = 6Hz,2H) 5,10 (s, 2H),459(s1H)

d) 2-(4-Benc:lonfeml)-l [4-(tr|ﬂuorometll)tluol-z-ll]etanann

A una sohicion de 3-(4-benctlo:nfenﬂ)—2—mano—2 [(4-mﬂuorometxl)nazol-2-1l]ox:mno
(425 mg, 1,06 mmol) en CH,Cly (7 ml) se afiadio Et35iH (0,85 ml, 5,3- mmol) 'y después
BF3.0Et, (0,39 ml, 3, 17 mmol) gota a gota a 0°C. Después de 2 h la mezcla se vertio en
Hy0 (20 ml) y se extrajo con CH7Cly (3 x 20 mi). Las capas organicas combmadas se
secaron sobre MgSO4, se filtraron y concentraron. _

Al residuo antenor en THF seco (7 ml) se afiadi6 una solucién de TBAF en THF
(1,0M, 1,6 m|, 1,6 mmol) a 0°C. Después de 1 h, 1a mezcla se verti6 en NH401 saturado
(20 ml) Y se extrajo con EtOAc (3 x 20.ml). Las capas orgénicas combinadas se secaron
sobre MgSO4, se filtraton y se concentraron. El residuc se cromatografio | sobre gel de silice
(5% de EtOAclhexano) para dar el compuesto del titulo (167 mg, 40%) comoum sdlido
blanco: IHNMR(BOOMHz, CDCly) & s 05 (s, 1 H), 7,35 (m, 7 H), 6,92 (d J 6 Hz, 2

}1)505(5211)440(511{) - o _

)
]
1
i
1
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e) (:k)-3-[4-(tnﬂuoromet|l)tlazol-2 il]-4-(4-hidroxifenil)butanoato de met:lo

A una suspensioén de NaH (35 mg, 0,88 mmol) en THF seco (2 ml) se afiadid
fosfonoacetato de trietilo (0,17 ml, 0,88 mmol) gota a gota a TA. Después de 15 minutos,
se afiadié gota a gotn una solucion de 2-(4-benciloxifenil)-1- [4-(tnﬂuorometxl)t1azol-2-
il]etanona (167 mg, (l 44 mmol) en THF seco (2 ml) y la mezcla se calentb a reflujo.
Después de 18 h la mezcla se enfrid a TA, 1a reaccion se extingui6 con NH4Cl (10 ml) y se
extrajo con EtOAc (3:I x 20 ml). Las capas orgénicas combinadas se secaron sobre MgSO4,
se filtraron y se concentraron para dar (:l:)-3-[4-(triﬂuorometil)tiazol—2—il]-4—(4—l;_enciloxife-
nil)crotonato de etilo como un aceite. Este se utilizé sin purificacién, |

El (%)-3-[4-(trifluorometil)tiazol-2-il]-4-(4-benctloxifenil)crotonato de%etilo (0,44
mmol, bruta) se disolvié en MeOH (4 ml) y se afladieron limaduras de magneiio (53 mg,
2,20 mmol) a TA. Después de 72 h la mezcla se vertio en HCI al 10% (75 ml) y s extrajo

-con CH5Cly (3 x 50:ml). Las capas oréinicas combinadas se secaron. sob-re MgSO4 se

filtraron y se concentraron para dar (.t)-3 [4-(tnﬂuoromet11)t|azol-2-1l]-4-(4-benc|1mufe-
nil)butanoato de metllo Este se utilizé sin purificacién. '

Auna soluciénde (£)-3- [4-(mﬂuorometll)tzazol 2-:l]-4-(4-ben..dox1feml)butanoato
de metilo (0,44 mmol, bruto) en EtSH (5 ml) a TA se afladi6 BF;. OEtz 03 m!) Después
de 18 h, se afiadié otra porcién de BF5. 0Et2 (0,3 ml). Despues de otras 18 h, la mezcla se
enfrio a 0°C y la reaccion se extinguit cuidadosamente con NaHCO; saturado. La mezcla
resultante se extrajo con CHyCl, (3 x 25 ml). Las capas orgénicas combinadas;se secaron
sobre MgS80y, se filtraron y concentraron. El residuo se cromatografid sobre gel de
silice(30% de EtOAc/hexano) para dar el compuesto del titulo (123 mg, 81% en 3 etspas)
COmO un aceite amanllo MS (ES) 346 (M+H)".

Preparacion 6

Preparacifn de (:l:}-@-

a) 4-(Bendlox|)fen:llcetato de metilo

A una suspension de K9CO4 (20,7 g, 150 mmol) en acetona (50 ml) se anadlo 4.
hidroxifenilacetato de:metilo (5,0 g, 30 mmol) y cloruro de bencilo (10,4 mi, 90 mmol) yla
mezcla se calentd a leﬂUJO Después de 24 h la mezcla se enfrib a TA, se’ ﬁltr6 y se
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concentrb. El residuo se cromatografié sobre gel de silice (10% de EtOAcﬂ\exanb) para dar
el compuesto del titulo (7,7 g, 100%) como un sélido blanco: !H NMR (300 MHz, CDCly)
5.7,40 (m, 5 H), 7,21.(d, J = 6,6 Hz, 2 H), 6,95 (d, ] = 6,6 Hz, 2 H), 5,05 (s, 2H) 3,70 (s,
3 H), 3,59 (s, ZH).

b) 2-(4-Benciloxifenil)-1-(5-metiltiazol-2-il)etanona

A una solucién de 5-metiltiazol (0 21ml, 2,34 mmol) en THF seco (10 ml) se afiadid
gota a gota n-Buli (0,94 ml, solucion 2, SMen hexano, 2, 34 mmol) a -18°C Después de
15 min se afiadié gota a gota 4-benciloxifenilacetato de metllo (0,5g, 1,95 mmol) en THF
seco (5 ml). Después de 30 min, la reaccion se extinguio c_on NH4Cl murado?(lo mi), la
mezcla se calent6 a TA y se extrajo con EtOAc (3 x 20 ml). Las capas orginicﬁs combmadas
se secaron sobre MgS04, se filtraron y se concentraron. Bl residuo se crdmatog:mﬁb sobre
gel de silice (15% de EtOAc/hexano) para dar el compuésto del titulo como un sélido
blanco (532 mg, 51%): MS (ES) m/e 324 (M+H)*. '

¢) (£)-4-(4-benciloxifenil)-3-(5-metiltiazol-2-il)crotonato de etilo

A una suspentién de NaH (79 mg, 1,98 mmoles) en THF seco (2 ml) se anadlé
fosfonoacetato de trietilo (0,39 ml, 1,98 mmol) gota a gota a TA. Después de’15 min, se
a.ﬁadlé gota a gota una solucion de 2-(4-benciloxifenil)-1 (5 metlltlazol-z-ll)etanona (320
mg, 0,99 mmol) en THF seco (3 ml), y la mezcla se calentd a reflujo. Después de 18 h,la
mezcla se enfrid a TA, la reaccion se extmgmo con NH,Cl saturado (10 ml) y.se extrajo con
EtOAc (3 x 20 ml). Lss capas orgénicas combinadas se secaron sobre MgSO4, ‘se filtraron
y sc concentraron. El aceite amarillo resuliante se uuhzb en la slgmente etapa sin
punﬁcaclén MS (ES) m/e 394 (M+H)™. ' i

d) (:l:)-3—(5-met:ltmznl-2-ﬂ)-4-(4-bencnlonfeml)butanoato de metilo .

Se disolvid (:i:)-3-(S-metlluuol-z-ll)-4-(4-bencﬂonfeml)crotonato de etllo (0,99
mmol, bruto) en MeOH (5 mi) y se afiadieron limaduras de magnesio (120 mg, 4,95 mmol)
a TA. Después de 72 h, la mezcle se verti6 en HCl al 10% (75 ml) y se extrajo con
CH,Cl,). Las capas orgénicas combinadas se secaron sobre MgSO4, se filtraron y se

concentraron para dar el compuesto del titulo bruto. Este se utilizé sin punﬁcacxén MS

(ES) m/e 382 (M+H)‘*

Oy
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e) (2)-3-(5-Metiltiazol-2-il)-4-(4-hidroxifenil)butanoato de metilo

Aunasolucion de (£)-3-(5-metiltiazol- 2-1l)—4-(4-benc1lox1feml)butanoato demetilo
(0,99 mmol, bruto) en EtSH (5 ml) a TA se afiadié BF4.0Et, (0,6 ml). Después de 18 h,
se afiadié més BF3. OEtz (0,6 ml). Después de otras 18 h, la mezcla se enfrié a 0°C yla
reacci6n se extinguié cuidadosamente con NaHCO5 saturado. La mezcla resultante se
extrajo con CH,Cl, (3 x 25 ml). Las capas orgdnicas combinadas se secaron sobre Mg50y,,
se filtraron y se concentraron. E! residuo se cromatografié sobre gel de slhce (50% de
EtOAc/hexano) para clar el compuesto del titulo (249 mg, 86% en 3 eta.pas) como un sélido
amarillo: MS (ES) m/e 292 M+H)*. :

. Preparacién 7

jl-3,4-dimetil-5-fenilimidazolidin-2- .

Aunasolucion.de (4S,5R)-1, 5-dimetil-4-fenil-2~imidazolidinona {45,0g,237 mmol)
y (i-Pr),NEt (62 ml, 355 mmol) en CH,Cl, (1200 ml), ¢ aftadié CuCl (50 mg, 0,51 mmol)
y después cloruro de acriloilo (29 ml, 355 mmol), y la mezcla se calent6 a reflujo. Después
de 2 h, la mezcla se enii6 & TA, se lavé con HO (3 x 400 ml), se secd sobre MgSOy, y se
concentrd. El sélido resultante se trituré con EtO (300 ml) y se recogi6 -por filtracién para
dar et compuesto del vitulo (45,15 g, 78%): 'H NMR (300 MHz, CDCly) 6 7,72 (dd, J =
17,0, 10,5 Hz, 1 H), 7,20 - 7,38 (m, 3 H), 7,10 - 7,20 (m, 2 H), 640(:1&,1—1'}0 2,1 Hz,
1H), 5,77 (dd, T= 10,4, 2,0 Hz, 1 H), 5,36 (d, ] = 8,5 Hz, 1 H), 3,85 - 400(m,]H),285
(s, 3 H), 0,82 (d, J = 6,6 Hz, 3 H); MS (ES) m/e 245 (M + H)T.

Preparacion 8

Preparacion de bromuro de 4-metoxifenilmagnesio

Se afiadié una solucion de cloruro de 4-metoxibencilo (120 g, 766 mm'pl) en THF
seco (1,0 litro) gota a gota a lo largo de 1,5 h a una mezcla de limaduras de mégnesio (74
g, 3,04 mol) y I (50 mg, 0,20 mmol) en THF seco (0,5 litros) a TA. Durénte los 10
minutos iniciales de adicion, se disipé el color pardo y la reaccion se-caleptds;".f Una hora
después de finalizar la adicion, la reaccién volvié a la TA. Una valoracidn \g_'olumétric.a
utilizando 1,10-fenantrolina indicd que la solucién era reactivo de Grignard 0,36 M en THF.
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Preparacién 9

Preparacitn de (S)-3-(3-flucrofenil)-4-(4-hidroxifenil)butanoato de etilo

(») (4R,5$)-3.4-Dimei:il-l-[(E)-S-(S-ﬂuorofenil)prop-z-enbil]-&fmﬂnﬁdaﬁl{ﬂh—hna

Se desgasifica (3 x vacio/purga con Np) una solucién de 1-bromo-3 —ﬂ_um‘i':obenceno
(525 mg, 3 mmol), (4R,58)-1-criloil-3,4-dimetil-5-fenilimidazolidin-20na (500 mg, 2
mmol), Pd(OAc), (22 g, 0,10 mmol), P(c-tolit)3 (61 mg, 0,20 mmol), y'('i-pr)z‘_NEt 0,73
mi, 4,2 mmol) en DMF seca (10 ml) y después se calenté a 110°C. Despu'ééi de2h,la
mezcla se enfri6 y se verti6 en EtOAc. La mezcla resultante se lavo con HyO :(:3x), y las
capas acuosas combinadas se retroextrajeron con EtOAc. Las capas orgénicas ct;mbinadas
se secaron sobre MgS0#4, se filtraron a través de un lecho de gel de silice y se coné:entmon.
El residuo se recogio en EtyO/hexano 1:1 (10 ml) y se enfri6 a -20°C durante una noche.
El sblido se recogi6 y secé a vacio para dar el compuesto del titulo (514 mg, 76%): g
NMR (300 MHz, CDCly) 6 8,18 (d, J = 15,9 Hz, 1 H(, 7,64 (d, J = 15,9 Hz, 1 H), 7,15 -
7,45 (m, 8 H), 6,98 - 7,10 (m, 1 H), 5,42 (d, J =8,5 Hz, 1 H), 3,88 - 4,03 (m, 1 H), 2,88
(s, 3 H), 0,85 (d, ] = 6,5 Hz, 3 H); MS (ES) me 339 M + H)"'. :

(b) (4R,58)-3,4-Dimetil-1- [(S)—3—(3-ﬂuorofen11)-4-(4-metnx:-fen|I)butanoll] -S-
ferilimidazolidin-2-ona ) ;

Se afladi6 gota a gota una solucién de bromuro de 4-metoxiferﬁ1:ﬁagnesii en THF
(0,31 M, 14,7 ml, 4,56 mmol) a una suspensi6n agitada de (4R,5S)-3,4-Dimetil-1- [(E) -3-(3-
fluorofenil)prop-2-enoil}-5-fenilimidazolidin-2-ona (514 mg, 1,52 mmol), complejo de
CuBr.DMS (229 mg, 1,06 mmoles) y ZnCl, (582 mg, 1,82 mmol) en 'I'HF/tolueqo (10 ml)
a-15°C. Después de 1,5 h, la reaccion se extinguié con NH4Cly se extrajo con EtQAc (3x).
Las capas orgénicas combinadas se secaron sobre MgSO4 y se concentraron a sequedad,
El residuo se recogit en EtoO/hexano 1:1 y se enftio a -20°C durante 18 h. El?sélido se
recogio, se lavé con Et;O/hexanc 1:1, y se secé a vacio para dar una primera cosecha del
compuesto del titulo. El filtrado se concentré y el residuo se purificé por crorrintograﬂa
instantinea sobre gel de silice (30% de EtOAc/hexano) para dar més compuesto del titulo
como un aceite amarillo que solidificd a vaclo. El rendimiento total del compuesto del titulo
fue 0,62 g (91%): 'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 6,75 - 7,37 (m, 13 H), 5,10 (gi, J=8)5
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Hz, 1 H), 3,80 (s, 3 H), 3,65 - 3,85 (m, 1 H), 3,63 (dd, J=16,7, 9,6 Hz, 1 H), 3,36 - 3,41
(m, 1 H), 3,14 (dd, = 16,7, 4,9 iz, 1 H), 2,72 - 2,88 (m, 2 H), 2,79 (5, 3 H), 0,74 (¢, I =
6,6 Hz, 3 H). :

(¢) (S)-3-(3-fluorofenil)-4-(4-metoxifenil)butanoato de etilo

Se afiadi6 una solucién de NaOEt al 21% en EtOH (0,6 mi, 1 8 mmol) a4 una
solucién de (4R,5S)-3,4-dimetil-1-[(S)-3-(3-fluorofenil)-4-(4-metoxifenil )butanoil]-5-
fenilimidazolidin-2-ona (620 mg, 1,38 mmol) en THF (10 ml). La reaccion se agit6 durante
1'h, después la reaccién se extinguié con NH4C! saturado. La extraccién con EtOAc, el
secado (MgSO4) y la concentracion dejaron un residuo que se filtro a.trayés de un tapon de
gel de silice (15% de EtOAc/hexano). El filtrado se concentré para dar el compuesto del
titulo (263 mg, 60%, cpmo un aceite claro: H NMR (300 MHz, CDCl3) 8 7,13;- 7,35 (m,
1 H), 6,80 - 7,00 (m, 5 H), 6,70 - 6,80 (m, 2 H), 4,00 (g, J=7.1 Hz, 2 H), 3, s:i'(s 3 H),
3,28 - 345(m 1 H), 2,83 (d, J=7,5Hz, 2 H), 2,65 (dd, =154, 6,4 Hz, lH) 2,56 (dd,
J=15,4,87Hz 1 H), 1,12(t,J=7,1 Hz, 3 H). :

(d) (S)-3-(3-fluorofenil)-4-(4-hidroxifenil)butancato de etilo )
Aunasolucién de (S)-3-(3-fluorofenil)-4-(4-metoxifenil)butanoato de etilé} (263 mg,
0,83 mmol) en CHCl (5 ml) a-15°C se afiadi6 etanotiol (0,30 ml, 4,16 mmol) séguido por
AlCl3 (555 mg, 4,16 mrnol). Después de 30 min, la mezcla se calent6 a TA, se agit6 durante
30 min mas, y después se verti6 sobre hielo. El hielo se dejé fundir y la mezcla se extrajo
con CH,Cly (3x). El secado (MgSOy) y la concentracion dejaron un residuo qu:e se filtrd
a través de un lecho de gel de silice (30% EtOAc/hexano). La concentracién del filtrado dio
el compuesto del titulo (250 mg, cuantitativo): |H NMR (300 MHz, CDCl3) 7:'-10 7,35
(m, 1 H), 6,78 - 7,00 (m, 5 H), 6,58 - 6,78 (m, 2 H), 5,00 (s, 1H),400(q,2H),3 128 -3 45

(m, 1 H), 2,83 (4, 2 H), 2,50 - 2,75 (m, 2 H), 1,17 (1, 3 H).

(a) 2-(ferc-Butildimetilsililoxi)-2-(piridin-3-il)acetonitrilo
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A una solucion de 3-piridinacarboxaldehido (1,0 g, 9,34 mmol) en CH3CN {45 ml)
se afladio KCN (6,0 g, 93 mmol), TBDMSCI (1,7 g, 11,21 mmol) y Zn12 (56 mg, 0,16
mmol). Después de 4 h a TA, la mezcla se filird a través de celite® y el ;?ﬁltrado se
concentré, La cromatografia instanténea sobre gel de silice (25% de EtOAc/hexano) dio el
compuesto del titulo (2,17 g, 94%) como un aceite claro: H NMR (300 MHz, CDCly) )
8,63 -8,73 (m, 2 H), 7.80 - 7,87 (m, 1 H), 7,33 - 7,41 (m, 1 H), 5,57 (s, i H), 0,97 (s, 9 H),
0,27 (s, 3 H), 0,19 (s, 3 H).

(b) (:1:)73-(4-Benciloxifenil)-z-(terc-butildimetilsililoxi)-z-(piridin-S-ﬂ)pmpgpnitrﬂo

Se prepard LDA por adicién de n-BuLi (2,5 M en hexano, 1,93 ml, 4,8?3 .mmol) a
una solucién de diisopropilamina (0,63 m, 4,83 mmol) en THF seco (5 ml)a 0°C. La
solucién de LDA se afiadié gota a gota a una solucién de 2-(rerc-buﬁiaimetil§ilﬂoxi)-2-
(piridin-3-il)acetonitrilo (1,0 g, 4,03 mmol) en THF seco (15 ml) a -78°C. La soluc16n se
agitd durante 15 min, y después se afiadié cloruro de 4-benciloxibencilo (1, 41 g, 6 05 mmol)
cen forma de s6lido y todo de una vez. La reaccién se mantuvo a -78°C durante 15 min, y
después se calentd 8 TA. Después de 30 min a TA, la reaccion se extinguio céﬁ NH,4Cl
acuoso saturado y se agité durante 20 min, La extraccion con EtQAc (3x), iel secado
(MgS04), 1a concentracién y la cromatografia instantanea sobre gel de sihce (20% de
EtOAc/hexano) dio el compuesto del titulo (769 mg, 43%) como un aceite. amiarillo: In
NMR (300 MHz, CDC'3) 5 8,80 (m estrecho, 1 H), 8,67 - 8,70 (m, 1 H), 7,75 - 7,80 (m,
1H), 7,33 - 7,53 (m, 6 H), 7,08 (d, 2 H), 6,93 (d, 2 H), 5,10 (s, 2 H), 3,30 (1/2 Abq, 1 H),
3,18 (44 Abg. 1 H), 0,93 (5, 9 H), 0,12 (s, 3 H), 0,08 (s, 3 H). :

(c) 2-(4-Benciloxifenil)-1-(piridin-3-il)etanona

Se afladi6 gota a gota una solucion de TBAF en THF (1,0 M, 2,2, ml, 2, 2 mmol) a
una solucién de (x)-3-(4-benciloxifenil)-2-(ferc-butildimetilsililoxi)-2~(piridin-3 -d)proplom-
trilo (769 mg, 1,73 mmol) en THF seca (10 mi) 2 - 15°C. Después de 30 min, Ia reaccion se
repartio entre EtOAc y HyO. Se separaron las capas y la capa orgénica se lavo con H,0,
se secd (Mg80y), se filtcd a través de un lecho de gel de sflice y se concentré pan;:producir
compuesto del titulo impuro (492 mg, 94%) como un sélido amarillo: MS ('ES) m/e 304
(M+H)+ Este material se utilizd sin purificacién adicional,

&0
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(d) 4-(4-Benciloxifenil)-3-(piridin-3-il)but-2-enocato de etilo

Se afiadié gota a gota fosfonoacetato de trietilo (0,70 ml, 3,46 m:pol) a una
suspension de NaH (dispersion al 60% en aceite mineral, 138 mg, 3,46 mmoi) et THF seco
(5 ml) a TA. Cuando ceso el desprendimiento de gas, se afiadié una solucidn de 2-(4-
benciloxifenil)-1-(piridin-3-il)etanona (aproximadamente 1,73 mmol, material i:_fnpuro dela
Preparacién 10(c)) en THF seco (5 ml), y la mezcla se calent6 a reflujo. Despu:és de i8 h,
la mezcla se enffié a T'A, 1a reaccién se extinguié con NH,4C! acuoso saturido y la mezcla
se extrajo con EtOAc (3x). Los extractos orgénicos combinados se secaron (M;gSO4) yse
concentraron para dac el compuesto del titulo bruto: MS (ES) m/e 374 ‘(M';-H)"’. Este

]

material se utilizb sin més purificacién.

e e, E

(e) (+)-4-(4-Hidroxifenii)-3-(piridin-3-il)butanoato de etilo

Una mezcla de 4-(4-benciloxifenil)-3-(piridin-3-i)but-2-enoato de etilo (l 73 mmol)
y 10% de P/C (200 ing) en EtOH (10 ml) se agité con oscilacion en Hy (3,5 kg/cm?) en
un aparato Parr. Después de 4 h, la mezcla se filtro a través de celite® y el filtrado se
concentrd. La cromatografia instantinea sobre gel de silice (50% de EtOAc/hexano) dio el
compuesto del titulo impuro (327 mg, 66% en tres etapas) como un aceite amarlllo MS
(EM) m/e 286 (M+H)". Este material se utilizé sin mas purificacion. '

Preparacion de (8)-4-

(2) (4R,58)-3,4-Dimetil-1- [(E)-3-(piridin-3-il)prop-2-enoil}-S-fenilimidazolidin-2-ona

Una solucién de 3-bromopiridine (8,6 ml, 88,5 mmol), (4R,5 S)-l-facﬁloil—3,4—
dimetil-S-fenilimidazolidin-2-ona (14,4 g, 59 mmol), Pd(OAc), (662 mg, 2,95 g?nmol), P(o-
tolil); (1,80 g, 5,9 ramol) y (i-Pr),NEt (22 mi, 124 mmol) en DMF seca {3’00 ml) se
desgasifict (3 x vacio/purga con Np) y después se calenté a 110°C. Al cab:E) de2h [a
mezcla se enffié y vertio en EtOAc. La mezcla resultante se lavd con H,y0 (3xj y las capas
acuosas combinadas se secaron sobre Mg(S0y), se filtraron a través de un lecho de gel de
silice 'y se concentraron. El residuo se recogié en EtOAc/hexano 1:1, y se secd a vacio para
dar una primera cosecha del compuesto del titulo. El filtrado se concentr6 y el procedmuen-

a4
3
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to de cristalizacién se repitié para dar una segunda cosecha. El rendimiento total del

 compuesto del titulo fue 17,53 g (92%): 1H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8,48 - 8,85 (m, 2

H), 8,25 (d, ] = 15,9 Hz, 1 H), 7,89- 7,97 (m, 1 H), 7,68 (d, I = 15,9 Hz, 1 H) 7,15-7,38
(m, 6 H), 5,43 (4, 1 =8,5 Hz, 1 H), 3,90 - 4,02 (m, 1 H), 2,88 (s, 3 H), 0,85 (¢, J =6,6 Hz,
3 H); MS (ES) m/e 322 (M + H)"*. A
(b) (4R,58)-3,4-1)imeti|-1-[(S)-4-(4-metoxifenil)-s-(piridin-s-il)bnjitanoiu-s-
fenilimidazolidin-2-ona ;

Se afladié gota a gota una solucién de bromuro de 4-metoxifenilmagn§=sio en THF
(0,33 M, 495 ml, 163,5 mmol) a una suspensién agitada de (4R, 5S)-3,4~dimetil-1-[(E)-3-
{piridin-3-il)prop-2-enoil]-5-fenilimidazolidin-2-ona (17,53 g, 54,5 mmal), éomplejo de
CuBr.DMS (14,1 g, 65,4 mmol) y Znl, (20,9 g, 65,4 mmol) en THF/tolueno (270 ml) a
~15°C. Después de 1 h, la reaccidn se extinguio con NH,4Cl saturado/NH,4OH concentrado
9:1 y la mezcla se agitd expuesta al aire durante 30 min. La mezcla se diluy6 con HyO y se
extrajo con EtOAc (3x). Las capas orgénicas combinadas se secaron sobre MgSO4 y se
concentraron. El residuo se recogio en metil-ferc-butil-éter (MTBE, 200 ml) y,se guardé a
-20°C durante una nache. El s6lido se recogi6, se lavé con MTBE y se secd é vacio. Este
material se recristalizd en hexano/EtOAc 3:1 para proporcionar el compues.ti;o del tftulo
(19,408 g, 80%): |H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 8,72 (s ancho, 2 H), 7,50 (m estrecho,
1 H), 7,12 -'7,35 (m, 4 H), 6,97 - 7,03 (m, 2 H), 6,94 (d, J = 8,6 Hz, 2 H), 6,7:2 (d,J=8,6
Hz, 2 H), 5,11 (4, J == 8,4 Hz, 1 H), 3,70 - 3,90 (m, 2 H), 3,70 (s, 3 H), 3,43 3,58 (m, 1
H), 3,03 - 3,18 (m, 1 H), 2,75 - 2,95 (m, 2H), 2,71 (s, 3 H), 0,66 (d, J = 6,5 Hz, 3 H); MS
(ES) m/e 444 (M + H)™. :

(¢) (S)-4-(4-metoxifenil)-3-(piridin-3-il)butanoato de etilo ._

Se afiadi6 una solucion de NaOEt al 21% en EtOH (18,4 mi, 56,88 mmol) a una
solucién de. (4R,5S)-3,4-dimetil-1-[(S)-4-(4-metoxifenil)-3-(piridin-3-i)butanoil]-5-
fenilimida-zolidin-2-ona (19,408 g, 43,8 mmol) en THF (200 mi) a0°C.La reacé_':ibn se agitd
durante 1 h, y después la reaccion se extinguié con NH,4Cl saturado y se ext.rajti,con EtOAc
(3x). Las capas organicas combinadas se secaron (MgS0y4) y se concentraror_‘i. ‘El residuo
se recogid en EtOAc/hexano 1:1 y se filtrd, y el filtrado se filtro a través de unglecho de gel
de sflice (EtOAc/hexano 1:1). El filtrado se concentrd para dar el compuesto del titulo (9,25
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g, 71%) como un aceice naranja: 'H NMR (400 MHz, CDCly) 8 8,57 (s ancho}2 H), 7,44
(m estrecho, 1 H(, 7,17 - 7,25 (m, L H), 6,95 (d, J=8,6 Hz, 2H), 6,76 (d, J = 8,6 Hz, 2 H),
4,01 (q,7=7,1 Hz 2 H), 3,75 (s, 3 H), 3,33 - 3,48 (m, 1 H), 2,91 (dd,7=13,7,7,3 Kz, |
H), 2,85 (dd, J = 13,7, 7,8 Hz, 1 H), 2,7} (dd, I = 15,6, 6,5 Hz, 1 H), 2,61 (dd, T = 15,6,
8,7Hz, 1 H), 1,13 (t, J = 7,1 Hz, 3 H); MS (ES) m/e 300 (M + H)*,

(d) (S)-4-(4-Hidroxifenil)-3-(piridin-3-il)butanoato de etilo :

Una solucién de (§)-4-(4-metoxifenil)-3-(piridin-3-il)butanocato de etilo:f (9,25g,31
mmol) en CHpCl, (150 ml) se enfiié a 0°C. Se afiadio etanotiol (11,5 mi, 1;55 mmol) y
después se afiadio AICl; (20,7 g, 155 mmol) en porciones. Después de 2 horas, la mezcla
se vertié sobre hielo, se dejo calentar 2 TA y se neutraliz6 con NeHCO3. La suspension
resultante se filtr6 a través de celite® y el lecho del filtro se lavé con CHaCly. Se separaron
las capas y la capa acuosa se extrajo con CH;Cly. Las capas orgénicas mxi1binadas se
secaron (MgSO4) y concentraron. La cromatografla instantinea sobre gel de silice
(BtOAc/exano 1:1) dio el compuesto del titulo (6,435 g, 73%): 'H NMR (400 MHz,
CDCl3) & 8,72, 8,41 (dd, J =4,9, 1,5 Hz, 1 H), 8,24 (m estrecho, 1 H), 7,26 idd, J=78,
4,9 Hz, 1 H), 6,78 (d, J = 8,5 Hz, 2 H), 6,64 (d, J=8,5 Hz, 2 H), 4,03 (q,I--"?E-,l Hz, 1 H),
3,34 - 3,48 (m, 1 H), 2,92 (dd, J = 13,7, 6,1 Hz, 1 H), 2,69 - 2,81 (m, 2 H), 3,64 (dd, T =
i5,6,8,7 Hz, 1 H), 1,13 (t, J = 7,1 Hz, 3 H), MS (ES) m/e 286 (M + H)*. |

Ejemplo 1

(triflnorometil)fenil|butangico

a) (£)-4-[4-]2-[6- (metnlammo)pmdm—z-xl] -1-etoxi)fenil]-3-[4- (tuﬂuorome-
til)fenil]butanoato de etilo ;

Se afladi6 azodicarboxilato de diisopropilo (0,15 ml, 0,767 mmol) alo lafrgo de2min
a una solucién de (%}-4-(4-hidroxifenil)-3-[4-(triflucrometil)fenilJbutanoato cie etilo (270
mg, 0,767 mmol), 6~(metilamino)-2-piridiletanol (130 mg, 0,92 mmol), y t.rifenilffosﬁna(zoo
mg, 0,767 mmol) en THF anhidro (5 ml) a 0°C en atmosfera de Ng. La soluciéfn amarilia se

mantuvo a 0°C durante 10 min, y después se calentd a TA. Después de 24 h, lé reaccion se
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concentré y el residud se cromatografié sobre gel de silice (20% de EtOAc/hexano). El
compuesto de! titulo (200 mg, 54%) se obtuvo como un aceite incoloro: MS (ES) m/e 487

Q)

b) Acido (+)-4-[4-[2-[6-(Metilamino)piridin-2-il]- l-etoxi]fenil]-}[i-(triﬂgfwmmeﬁl)-
fenil]butancico ;

Se afiadi6 gota a gota NaOH 1,0 N (8,2 ml, 0,823 mmol) a ura solucién enfriada
(15°C) de (x)-4-[4-[2-[6-(metilamino)piridin-2-il}- 1 -etoxi}fenil}-3-{4-(trifluorometil)fenil]-
butanoato de etilo (200 mg, 0,41 mmol) en MeOH (3 ml), y la mezcla se agito a, TA durante
24 h. La solucion resultante se concentrd a vacio y el residuo se disolvié en HoO (S ml). El
PH se ajustd a 5 con HCI 1,0 N y el precipitado se recogi6, se lavé con uina pequeiia
cantidad de aguay se secé a vacio a 60°C. El compuesto del titulo se obtuvo coxé'lo un solido
blanco semejante a una espuma; MS (ES) m/e 459 (M + H)*. Anlisis Cal%:ulado para
Co5HysFNZ030,85 Ha0; C, 63,38; H, 5,68; N, 5,91. Encontrado: C, 63,23; H, 541, N,
5,73.

cibn

metil-N-fenilamino)carbonil]-1.3- ol-2-ill-butaroico

a) (t)-3-[4-[(N-metil-N-fenilamino)elrbonil]-l,3—oxazol-2-ll]-4-(4§irldraxife-
nil)butanoato de metilo

A una solucién de (d:)-3-[4-carbo:d—1,3-oxazol-2-il]-4-[4-[(terc-buftiloxicarbo-
nil)oxi]fenillbutanocato de metilo (150 mg, 0,37 mmol), (i-Pr),NEt (0;1 ml, (21,56 mmol),
piridina (0,09 ml, 1,11 mmol) y N-metilanilina (0,06 ml, 0,56 mmol) en DMF seca (2 mi) se
afladié BPFFH (382 mg, 1,11 mmol) a TA. Después de 18 h Ia mezcla se concentro. El
residuo se recogi6 en HCI al 10% (20 ml) y se extrajo con CH,Cly (3 x 20 ml) Las capas
orgénicas combinadas se secaron sobre MgSOy, se filtraron y se conce,ntraro:il.

El residuo anterior se disolvio en HC1 4 N en dioxano (10 ml) a TA. Defspués de 18
h la mezcla ee concentrs. El residuo se cromatografié sobre gel de sﬂlce (75% de

EtOAc/hexano) para dar el compuesto del titulo (146 mg) como una espuma naranje
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contaminada con bis(pentametilen)urea: MS (ES) m/e 417 (M+H)™,

b) (:!:)-4-[4-[2-(6-metll.lmmoplrldm-z-tl)-l—etoxn]fenil]-3-[4-[('N—metll-N-fenilammo)-
carbonil]-1,3-0xazol-2-il)]|butanoato de metllo :

Se afiadi6 azodicarboxilato de dnsoprop:!o (0,15 ml, 0,74 mmol) 2 una soluctén de
(£)-3-[4-(N-metil-N-fen:]-amino)carbonil)-1 3-oxazol-2-ll] -4- (4—h1drox|feml)butanoato de
metilo (146 mg, 0,37 mmol), 6-(metilamino)-2-piridiletanol (113 mg, 0,74 mmol) y
trifenilfosfina (194 mg, 0,74 mmol) en CH2C12 (2 ml) a 0°C. La mezcla sé dejo éalentar a8
TA mientras se calentaba el bafio. Después de 18 h 1a mezcla se concentrd y el rti-.siduo se
cromatografié sobre gel de silice (50% de THF /hexano). Las fracciones que cor:terﬁan el
producto se concentraron para dar el compuesto del titulo (322 mg) contaminado c:cm Sxido
de trifenilfosfina: MS (ES) m/e 529 (M+H)™.

¢) Acido (£)-d-|4-[2-[6-(Metilamino)piridin-2-il}-1-etoxi]-fenil]-3-[4-[(N-fenil-N-
metilamino)carbonil}-1,3-oxazol-2-il]-butanoice :

A una solucién de (&)-4-[4-[2-(6-metilaminopiridin-2-il)- 1-etom]feml]-3 =[4-{(N-
metil-N-fenilamino)carbcnil]-1,3-oxazol-2-il)Jbutanoato de metilo (322 mg) en THFIH20
1:1 (2 ml) a TA se afiadi6 LiOH 1,0 N (0,35 m, 0,35 mmol). Después de 18 h, s mezcla
se acidulé a pH 6 utilizando HCl al 10%, y después se concentré a sequedaa. El reéliduo se
purificé por HPLC en fase: inversa (gradiente: 10-80% de CHyCN/H5O que cox-ltenfiia 0,1%
de TFA). Las fracciones que contenian el producto se combinaron y conéenirara:n para
separar CH3CN. La solucién acuosa resultante se liofilizo para dar el compuesto de! titulo
(33 mg, 29% en 3 etapas) como un s6lido blanco: MS (ES) me 515 (M + H)*. Andlisis
Calculado para C9gHgN405-1,85 TFA: C, 54,13, H, 4,42; N, 7,72. Encontrado: C.54,17,
H, 4,50; N, 7,52. ' '

Prepargcién de gcido
(morfolin-4-il)carbonil]-1,3- }=-2-il]-butanoic

a) (:I:)-3-[4—(morfolin-4-iil)carbonil]-l.3-oxml-2-il]-4-(4-hidroxifenil)liytahoa{to de
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metilo

A una solucién de (<)-3-[4-carboxi-1,3-oxazol-2-il}4-[4-[(rerc-butiloxicarbo-
nil)oxi}fenil]butanoato de metilo (150 mg, 0,37 mmol), (i-Pr)zNﬁt (0,1 ml, 0,56 mmol),
piridina (0,09 ml, 1,11 mmol), y morfolina (0,05 ml, 0,56 mmol) en DMF seca-(2 ml) se
afiadié BPFFH (382 mg, 1,11 mmol) a TA. Después de 18 h la mezcla se conc;enti't'). El
residuo se recogi6 en 10% de HCl (20 ml) y se extrajo con CHoCl, (3 x 20 m]). Las capas
orgénicas combinadas sz secaron sobre MgSQy, se filtraron y se concentraron.

El residuo anterior se disolvié en HCl 4 N en dioxano (10 ml) a TA. Después de 18
h, la mezcla se concentro. El residuo se cromatografié sobre gel de silice (EtO_Ac al 100%)
para dar el compuesto del titulo (122 mg, 88%) como un aceite claro: HNMR (300 MHz,
CDCl3) 6 8,05 (s, 1 H), 7,88 (d, I = 6,6 Hz, 2 H), 6,70 (d, J = 6,6 Hz, 2 H), 59(3, 1 H),
3,73 (s ancho, 8 H), 3,62 (s, 3 H), 2,85 (m, 5 H).

b) (£)-4-[4-(6-Metilaminopiridin-2-il)-1-etoxi] fenﬂ]—&[ﬂmorfolin—d-ﬂ)cafboinil]-l,3-
oxazol-2-il)]butanoato de metilo :

Se afladi6 azodicarboxilato de diisopropilo (0,13 ml, 0,66 mmol) a una -solﬁcién de
(£)-3-[4-(morfolin-4-il)carbonil]- 1,3-oxazol-2-il]-4-(4-hidroxifenil)butanoato demetilo (122
mg, 0,37 mmol), 6-(metilamino)-2-piridiletanol (100 mg, 0,66 mmol) y trifenilfosﬁna (173
mg, 0,66 mmol) en CH,Cl, (2 ml) a 0°C. La mezcla se dejé calentar a TA mientras se
calentaba el bafio. Después de 18 h la mezcla se concentro y el residuo sc.croma'tograﬁb
sobre gel de silice (EtOAc al 100%). Las fracciones que contenfan el producto se
concentraron para dar ¢l compuesto del titulo (94 mg) contaminado .cor; énicido de
trifenilfosfina: MS (ES) mve 509 (M+H)*. '

¢) Acido (ﬂ:)-4-[4-[2-[6-('metilamino)piridin-z-n]-l-etoxi]fenil]4-[4-(uiorio|in-4-
il)carbonil]-1,3-0xazol-2-il}-butanoico o

A una solucion de ()-4-[4-[2-(6-metilaminopiridin-2-il)- l-eto:u]fenﬂ]-B [4-
(morfolin-4-il)carbonil]-1,3-oxazol-2-il)Jbutancato de metilo (94 mg, 0,18 .mmol) en
THF/H,O 1:1 (2 mi) a TA se afiadié LiOH 1,0 N (0,25 m, 0,25 mmol). Después de 18 h,
la mezcla se acidulé a pH 6 utilizando HCI al 10% y después se concentrd a sequeidad. El
residuo se purificd por HPLC en fase reversa (gradiente 15-35% de CH3'tNE{20 que

'S
\o
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contiene 0,1% de TFA). Las fracciones que contienen el producto se combinaron y

concentraron para separar CH4CN. La solucion acuosa resultante se liofilizo para dar e!

" compuesto del titulo (23 mg, 26% en 2 etapas) como un sélido blanco: MS (ES) m/e 495

(M + H)". Analisis Calculado para CygHggN4Og'1,75 TFA: C, 49,76; H, 4,78; N, 7,87.

. Encontrado: C, 49,93; H, 497, N, 7,84.

il-N- 2-triflucrgetif}-amino]car il}-1.3-oxazol-2-il}- noico

a) (t)-S-[4-[[N—metil-N-(2,2,2-triﬂuoroetil)ami.no]cnrbonil]-l,S-Omoi-ziﬂ]—4-(4-
hidroxifenil)butanoato de metilo .

A ‘una solucion de (%)-3-[4-carboxi-1,3-0xazol-2+il]-4-[4-{(ferc-butiloxicarbo-
niljoxijfenii]butanocato cie metilo (150 mg, 0,37 mmotl), (i-Pr);NEt (0,1 ml, 0,56 mmol),

18 h |2 mezcla se concentrd. El residuo se recogid en HCI al 10% (20 mi) y se extrajo con

: CHyCly (3 x 20 ml). Las capas organicas combinadas se secaron sobre MgSO4, se filtraron
20 '

¥ s¢ concentraron.
El residuo anterior se disolvid en HCI 4 N en dioxano (10 mi) a TA. Después de 13

 h la mezcla se concentrd. El residuo se cromatografio sobre gel de silice (60% de

EtOAc/hexano) para dar el compuesto del titulo (298 mg) como un aceite claro contamina-
do con bis(pentametilen)urea. El aceite se utilizd en la siguiente etapa sin mas purificacion,

" b) (:t)—4-[4-[2-(6-met|ilamihopiridin-z-il)-l-etoxi]feilil]-s-[nl-[[N-m:etil-N-;(z,z,z-

trifluoroetil)amino]carbonil]-1,3-0xazol-2-il)|butancato de metilo .

Se afladi6 azodicarboxilato de diisopropilo (0,15 m!, 0,74 mmol) a una solucién de
(£)-3-[4-{[N-metil-N-(2,2,2-trifluoroetil)amino}carbonil}- 1,3 -o0xazol-2il)-4-(4-hidroxife-
nil)butanoato de metilo (298 mg, 0,37 mmol), 6-(metilamino)-2-piridiletancl (113 mg, 0,74
mmol) y trifenilfosfina (194 mg, 0,74 mmol) en CH,Cl, (2 ml) a 0°C. La mezcla se dejo
calentar a TA mientras se calentaba el bafio. Después de 18 h, ]a mezcla se i_:onbenirb yel
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residuo se cromatografio sobre gel de silice (40% de EtOAc/hexano). Las fracciones que .
contenian el broducm se concentraron para dar el corﬁpuesto del titulo (115 mg)
contaminado con &xido de trifenilfosfina: MS (ES) m/e 535 (MHH)*Y.
¢) Acido (£)-4-{4-[2- [6-(Metilamino)piridin-2-il}-1-etoxifenil])-3-[4-[[N-metil-N-(2,2,2-
trifluoroetil)amino)carbonil}-1,3-0xazol-2-il]-butanoico

A una solucién de (2)-4-{4-[2-(6-metilaminopiridin-2-it)-1-stoxi}fenil]-3-[4-[[N-

* metil-N~(2,2,2-trifluoroetit)aminoJcarbonil]- 1, 3-oxazol-2-il) Jbutancato de metilo(115 mg,
0,22 mmol) en THF/H;O (2 ml) a TA se afiadi6 LiOH 1,0 N (0,32 ml, 0,32 mmol). Después
10 : 8¢
. sequedad. El residuo_se purificé por HPLC en fase inversa (gradim::te: 10-80% de

de 18 h 1a mezcla se aciduld a pH 6 utilizando HCI al 10% y después se concentrd a

CH3CN/H,0 que conienia 0,1% de TFA). Las ﬁ'acciones-que contenian el producto se
combinaron y s¢ cocentraron para separar e] CH3CN. La solucién acuosa resultante se
liofilizé para dar el compuesto del titulo (42 mg, 37% en 3 etapas) como tin sélido blanco.
MS (ES) mve 522 (M + H)". Anélisis Celculado para CysHp7F3N4041,4 TFA: C, 49,09;
H, 4.21; N, 8,24. Encontrado: C, 49,18; H, 4,18; N, 8.22. - :

Ejemplo 5

| a) (d:)-rl-[L[z-(ﬁ-metirminopiridin-l—il)-l-etoxi]feniI]-3‘—[&(tﬁﬂuorpméﬁl)timl-z-

il]butanoato de metilo .

Se afladié azodicarboxilato de diisopropilo (0,14 ml, 0,71 mmol)  una solucién de
(%)-3-{4-(triffuorometil)tiazol-2-if]-4-hidroxifenil)butanoato de metilo (123 mg, 0,37 mmol),
6-(metilamino)-2-piridiletanol (108 mg, 0,71 mmol) y trifenilfosfina (186 r.ng,‘ 0,71 mmol)
en CHyCly (2 mi) a 0°C. Lz mezcla se dejé calentar a TA mientras se caléntaba el baio.
Después de 18 h, la mezsla se concentro y el residuo se cromptograﬁé sobre gel de silice
(40% de EtOAc en tolueno/hexano 1:1). Las fracciones que contenian el producto se
concentraron para dar ef compuesto del titulo {114 mg, contaminado con DIAD reducida):
MS (ES) m/e 480 M+H]". ;

¥
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b) Acido (:I:)—4‘-![4-[2-[6-(Metilamino)piridin-2-il]-l-eto_xi]fenil]-S-[4-

" (trifluorometil)tiazol-2-il}-butanoica

10

A uma solucion de (2)4-[4-[2-(6-metilaminopiridin-2-il)-1-etoxijfenil]-3-{4-
(triﬂuorometil)tia.zol—?--il]butanoato de metilo (114 mg, 0,24 mmoles) en THF/H,0 1:1 (2
ml) a TA se afiadi6 LiOH 1,0 N (0,36 mi, 0,36 mmol). Después de 18 h, la mezcla se acidulé
a pH 6 utilizando HC] ial 10%. El sélido resultante se redogié por filtracion y se secd a vacio
2 50°C para .dar el coni'_puesto del titulo (43 mg, 42%) como un sélido blanico: MS (ES) m/e
466 (M +H)". Anslisis Calculado para C,oH,oF3N3055:0,2 H0: C, 56,33; H, 4,81; N,
8,96. Encontrado: C, 56,34, H, 4,69, N, 8,88. '

cibn d
mgtiltiazol-z-il)bgtgﬁqlc_g

ety
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a) (:l:)-d-[tt-[2-(6-Meti:l.lminopiridin-z-il)-l-etoxi] fcni[]-S-(S'-met.ilﬁuol-z-._il)butanoato
de metilo '

Se afiadi6 azodicarboxilato de diisopropilo (0,25 mi, 1,28 mmol) auna suspension
de (£)-4-(4-hidroxifenil)-3-(S-metiltiazol-2-iljbutanoato de metilo (249 mg, 0,85 mmol), 6-
(metilamino)-2-piridiletanol (194 mg, 1,28 mmol) y trifenilfosfina (336 mg:, 1,28 mmol) en
TBME (5 mi) a 0°C. L;a mezcla se dejé calentar a TA a' medida que se calentaba el bafio.
Después de 72 h 1a mezcla se concentré y el residuo se cromatografio sobre gel de sllice
(30% de EtOAC/CHCly). Las fracciones que contenian el producto se concentraron para dar
el compuesto del titulo (385 mg, contaminado con éxido de uifetﬁlfosﬂnﬁ): MS (ES) m/e

426 (M+H)*,

b) Acido (£)-4-[4-[2-(6-metilaminopiridin-2-it)-1-etoxi}fenil]-3-(S-metiltiazol-2-
il)butanoico -

A una solucién de (+)4-[4-[2-(6-metilaminopiridin-2-il)-1-etoxi]fenil]-3-(5-
metiltiazol-2-il)butanoato de metilo (0,85 mmol) en THF/H20 1:1 (5 m) se afiadi6 NaOH
1,0N(1,28 ml, 1,28 mhml). Después de 18 h, 1a mezcla se acidulé & pHG utilizando HCl

al 10% y después se concentrd a sequedad. El residuo se cromatografid s&bre gel de silice
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(EtOH) para dar el corapuesto del titulo como un solido amarillo (217 mg, 62% a lo largo
de 2 etapas). MS (ES) m/e 412 (M + H)+. Anélisis Calculado para C22H25N3O3S-1,2

H,0: C, 61,01; H, 6,38; N, 9,70. Encontrado: C, 61,25; H, 6,06; N, 9,32.

Ejemplo 7

(a) (S)-S-(S-ﬂuorofc.nll)—4—[4-[2-(5,6,7 8-tetrahidro-1 B—nnftlrldm-z-ll)etoxi]feml]

butancato de etilo : '

Se afiadio gotg a gota azodicarboxilato de diisopropilo (0,20 ml, 1,0 mmol) 2 une
solucitn de (8)-3-(3-fluorofenil)-4-(4-hidroxifenil)butanoato de etilo (250 mg, 0,83 mmol),
2-(5,6,7, S-tetralndro-l S-naﬂ.mdm-z-ll)-l -etanol (178 mg, 1,0 mmol) ytnfemlfosﬁna (262
mg, 1,0 mmol) en THF anhidro (5 ml) a TA. Después de 18h,1a reucclbn se concentré y
el residuo se sometiba cTomntogrnﬁa instanténea sobre gel de silice (EtZO{hexnno 5:1)para
dar el compuesto det; titulo impurc (236 mg, 61%):'MS (ES) m/e 463 (M+H)™. Este
compuesto se utiliz6 sin mas purificacién. .

(b) Acido (S)-3-(3-i!uorofenil)-4-[4-[24(5,6,7.8-tetrihidro-l.B-naﬂlijldin-z-ll)etoxi]-
fenil]butanoico

Se afiadid LiOH 1 ,O0N (0,76 ml, 0,76 mmol} a una solucién de (S)-3 (3-fluorofenil)-
4-[4-[2-(5,6,7,8-tetral_udro-l,S-naﬁmdm-'z-ll)eto:n]feml]butanoato de etilo (236 mg, 0,51
mmol) en THF/H,O (3 m!) y la mezcla se calenté a 50°C. Después de I8 h, la mezcla se
enfrio a TA y se acidjulé a pH 6 con HCIl acuoso al 10%. Se afiadié EtOAc (Sm)yla
mezcla se agitd enérgicamente. E sélido se recogi filtrando con succin, se lavo con O
(2x) y Ety0 (2x} y seisecé a vacio a 50°C para dar el compuesto del tltu:lo' MS (ES) m/e
435 M+ H)". Anahsu Caleulado para CagHy7FN704:2,25 HCL: C, 60, 46, H, 5,7, N
5,42, Encontrado: C, 6044 H, 5,34; N, 5,45, :

y——
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Ejemplo 8

E[-eparacidn dedcido(
il}butanoico

(a) (*)-4.[4-[;- [G-(Metiilamino)piridin-2-il]etoxi]fenil]-s-(piridin-}il)bntanonto deetilo

De acuerdo con el procedimiento del Ejemplo 7(a), pero .utilizando 4-(4-
hidroxifenil)-3-(piridin-3-il)butanoato de t;.tilo (327 mgimpuro, 1,15 mmol) envez de(S)-3-
(3-ﬂuorofenil)-4-(4-hiﬂr0)dfenil)butanoﬁt6 de etilo y utilizando 6-(metilamino)-2-
piridiletanol (210 mg,: 1,38 mmol) en véz de 2-(5,6,7,8-tetrahidro- 1,8-naftiridin-2-il)-1-
etanol, se prepardel coimpuesto del titulo como un sélido anaranjado claro, impuro, después
de la cromatografia instanténea sobre gel de silice (EtOAc al 100%): MS I(ES) m/e 420
(M+H)*. Este material se utilizé sin més purificacién. _ |

(b) Acido (:t)-4-[4-[2«:- [&(Metilamino)biridind—il]etoxi]-l'eni!] -3-il)butanoico

Se afiadié LiOH 1,0 N (3,45 ml 3,45 mmol) a una solucién de (+)-4-[4-[2-[6-
(metilamino)piridin-z-i]]etoxi]feni]]—3-(pi__ridin-3-il)but:.moato de etilo (1,15 mmol) en
THF/H0 (5 ml), y la mezcla se calenté a 50°C. Después de 18 h, la reaccion se enfrié a TA
y se acidul6 a pH 6 con HCl acuoso al 10%. La mezcla se extrajo con CH(_:I3 (3x), y las
capas orgénicas combinadas se secaron (MgS0y4) y concentraron. El resi:duo se cromato-
grafié en una columnu C-18 Bond-Elute (20% de CH3CN/H,0). Las fracciones que
contenian el productolse reunieron y se extrajeron con CHCl3 (3x), y las: capas organicas
combinadas se secérox_l (MgS04) y conc:eﬁtra.ron. El sélido resultante se recogié en NaOH
2Ny se lavé con EtOac (2x). Los extractos en EtOAG se descartaron. La c-apa acuosa se
acidulé a pH6 y se e:;rtrajo con CHCl; '(5:(). Las capas org&.nit-:as combinadas se secaron
(MgSQOy,) y se concentraron p.ara dar el compuesto de! titulo (51 mg, 11%) c_-o'mo un sélido
blanco: 1H NMR (306 MHz, CDCl,) & 8;-32 (m, 2H), 7,54 (dd, J=8,7, 7,2 Hz, 1 H), 7,38
- 7,46 (m, 1 H), 7,12 (dd, ] = 7,8, 4,9 Hz, 1 H), 6,86 (d, T = 8,6 Hz, 2 H), 6,68 (d, ] =8,6
Hz, 2 H), 6,52 (d, ] = 7,2 Hz, 1 H), 6,37 (d, J = 8,7 Hz, 1 H), 4,15 - 4,30 (m, 2 H), 3,39 -
3,52 (m, 1 H), 2,98 - ;3,20 (m, 3 H), 2,85 (s, 3 H), 2,80 (dd, T = 13,7, 8,9 Hz, 1 H), 2,68
(dd, T=15,1, 83 Hz, 1 H), 2,59 (dd, J = 15,1, 6,7 Hz, 1 H); MS (ES) m/e 392 (M + H)*.
Anilisis Calculado para Co3HysN3O3°1,3 HCI: C, 62,95; H, 6,04; N, 9,57. Encontrado:
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C;62,84; H, 5,87, N, 9,20.

Preparacign de dcido

il)butanoic

(a) (S)-4-[4-[2-[6-(Metilamino)piridin-2-il]etoxi}fenil)-3-(piridin-3-il)butanoato de etilo
Se ailadié gota a gota azodicarboxilato de diisopropilo (7,8 ml, 39,8 mmol) a una
solucidn de (8)-4-(4-tidroxifenil)-3-piridin-3-i)butanoato de etilo (9,455 g, 33,1 mmol), 6-

" (metilamino)-2-piridiletanol (6,06 g, 39,8 mmol) y trifenilfosfina (10,44 g, 39,8 mmol) en

THEF anhidro (150 ml) a 0°C. La mezcla se dejo calentar a TA a medida que se calentaba el
bafto. bespue’s de 18 h, Ja reaccidn se concentrd y el residuo se someti6 a cromatografia
instantanea sobre gel de silice (3% de MeOH en EtOAc/CHCI5 1:1) para dar el compuesto
del titulo (9,2 g, 66%:) como un aceite amarillo viscoso: 'H NMR (400 MHz, CDCl;) )
8,43(dd,J=4,8, 1,6 Hz, 1 H), 8,39(d, J=1,9Hz, 1 H(, 7,31 - 7,45 (m, 2 H), 7,13 - 7,21
(m, 1H), 6,91 (d, ] =8,6 Hz, 2H), 6,77 (d, ] = 8,6 Hz, 2 H), 6,53 (d, ] = 7,3 Hz, 1 H), 6,24
(d, J=8,2 Hz, 1 H), 4,43 - 4,58 (m, | H), 4,26 (t, ] = 7,0 Hz, 2 H), 3,92 - 4,05 (m, 2 H),
3,32-3,45 (m, 1 H), 3,04 (t, J=7,0 Hz, 2 H), 2,89 (d, ] = 5,3 Hz, 3 H), 2,88 (dd, ] = 13,7,
7,2Hz, 1 H), 2,82 (dd, J = 13,7, 7,8 Hz, 1 H), 2,70 (dd, T = 15,6, 6,3 Hz, 1 H), 2,59 (dd,
J=15,6,9,0Hz, 1H), 1,11 (t, T=7,1 Hz, 3 H); MS (ES) m/e 420 (M + H)""

(b)Acido (8)-4-[4-[2-[6-(metilamino)piridin-2-il] etoxi]-fenil-3-(piridin-3-il)butanoico

Se afladié NuOH 2,0 M (15 ml, 30 mmol) a una solucién de (S)-4-[4-[2-]6-
(metilami_no)piridin—Z-il]etoxi]fem'l]-3-(piridin-3-il)butanoato de etilo (9,2 g, 22 mmol) en
dioxano/HpO (100 ml) y la mezcla se calenté a S0°C. Después de 18 h, la reaccitn se enfi6
a TA, se acidul6 con HCl al 10% (25 ml) y se concentr a 1/3 del volumen para precipitar
una goma. E! sobrenadante se decant6 y la goma se reparti6 entre H,O y CHCl3. Las capas
Se separaron y la capa acuosa se extrajo con CHCl, (3x). Las capas orgénicas combinadas

se secaron (MgSO,) y se concentraron, y el residuo se recogié en H,0 y NaOH 2M (30

ml). La solucién se lavé con EtO (3x) y los extractos en Et5 O se descartaron. La solucién

acuosa se acidulé con HCI al 10% (50 ml) se concentrd a 1/3 del volumen y se extrajo con
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CHCly (3x). Las capas orgénicas se combinaron, se secaron (MgSQOy4) y se concentraron

" para dar una espuma. Esta espuma se recogié en CH7Cly, y la solucién se diluyo con

hexano y se concentré, Esta operacion se repitid tres veces. El solido resultante se secd a
vacio a 65°C para dar el compuesto del titulo (7,96 g, 92%): 1H NMR (400 MHz, MeOH-
dyq) 6 8,25 (m estrecho, 1 H), 8,21 (d, Y= 1,7 Hz, 1 H), 7,68 (m estrecho, 1 H), 7,48 (dd,
3=8,5 7,3 Hz, 1 H), 7,30 (dd, ]= 7,9, 4,9 Hz, 1 H), 6,91 (d, 1 =8,6 Hz, 2 H), 6,72 (d, ]
=8,6Hz, 2H), 6,56 (d,i=7,37J2,1H), 6,44 (d,J=8,5Hz, 1 H), 4,20 (1, J=6,6 Hz, 2 H),
3,31-3,42(m, 1 H), 3,02 (t, 1 =6,6 Hz, 2 H), 2,97 (dd, J = 13,6, 6,5 Hz, 1 H), 2,87 (s, 3
H), 2,77 (dd, J = 13,6, 8,9 Hz, 1 H). 2,71 (dd, J = 15,6, 6,4 Hz, 1 H), 2,62 (dd, J = 15,6,
8,9 Hz, 1 H); MS (ES) nv/e 392 (M +H)". Andlisis Calculado para Cy3H,5N704°0,1 H,O:
C, 70,25; H, 6,46; N, 10,68. Encontrado: C, 70,32; H, 6,50; N, 10,32.

Preparacién de dcidg
iljetoxilfenillbutanogico

(8) (5)-3-(piridin-3-il)-4-[4-[2-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)etoxi]fenil]-
butanoato de etilo .

Se afiadio gota a gota azodicarboxilato de diisopropilo (0,41 ml, 2,1 mmol) a una
solucion de (§)-4-(4-hidroxifenil)-3-(piridin-3-il)butanoato de etilo (500 mg, 1,75 mmol),
2-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)- 1 -etanol (374 mg, 2,1 mmol), y trifenilfosfina (551
mg, 2,1 mmol) en THF anhidro (8 ml) a TA. Después de 18 h, la reaccion se concentrd y
el residuo se sometié a cromatografia instantanea sobre gel de silice (90% de EtQAc/hexano
y después 5% de EtOH/EtOAc) para dar el compuesto del titulo (572 mg, 73%) como un
aceite: L NMR (460 MHz, CDCl;) 68,43 (dd, 1= 4,8, 1,6 Hz, 1 H), 8,39 (4, J = 1,9 H,
1H), 7,41 (m estrecho, 1 H), 7,17 (dd, J = 7,8, 4,8 Hz, 1 H), 7,07 (d, J=7,3 Hz, 1 H), 6,90
(d, T=8,6 Hz, 2 H), 6,76 (d, T = 8,6 Hz, 2 H),.6,44 (d, ] = 7,3 Hz, 1 H), 4,75 (s ancho, 1
H), 4,21 (t, J="7,0Hz, 2 H), 3,93 - 4,08 (m, 2 H), 3,31 - 3,45 (m, 3 H), 2,99 (t, T = 7,0 Hz,
2H),2,88(dd, 7=13,7,7,2Hz, 1 H), 2,82 (dd, J = 13,7, 7,8 Hz, 1 H), 2,65-2,75(m, 3
H), 2,59 (dd, J=15,6, 9,0 Hz, 1 H), 1,85 - 1,95 (m, 2 H), 1,12 (t, ) = 7,1 Hz, 3 H); MS
(ES) m/e 446 (M + H)"*.
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(b) Acido (S)-S-(piridin-il-ﬂ)—4-[4-[2—(5,6,‘7,8—tetrahidro-1,S-naftiridin-z-il)etoxijfenil]-
butanoico

Se afiadié LiOH 1,0 M (2,6 m, 2,6 mmol) a una solucion de (8)-3-(piridin-3-if)-4-
[4-[2-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)etoxi}feniljbutanoato de etilo (572 mg, 1,28
mmbl) en THF/H,0 (8 ral) y Ia mezcla se calenté a 50°C. Después de 18 b, la reaccion se
enfrié a TA y se acidul¢ a pH 6,0 con HCl &l 10%. El sélido precipitado se recogid por
filtracion con succi6n, se lavé con HoO 'y se secd a vacio para dar el compuesto del titulo
(414 mg, 77%): 'H NMR (400 MHz, MeOH-d,) 6 8,28 (dd, = 4,9, 1,4 Hz, 1 H), 8,21
(d,J=18Hz, 1 H), 7,68 (d,J=8,0Hz, 1 H),7,25-7,27(m, 2H), 691 (d, 1=8,6Hz,2
H), 6,71 (d, }=8,6 Hz, 2 H), 6,53 (d, J=7,3 Hz, 1 H), 4,08 - 4,22 (m, 2 H), 3,30 - 3,45
(m, 3 H), 2,90 - 3,05 (m, 3 H), 2,70 - 2,85 (m, 3 H), 2,68 (dd, J= 15,2 6,7 Hz, 1 H), 2,58
(dd, T=15,2, 8,5 Hz, | H), 1,80 - 1,97 (m, 2 H), MS (ES) m/e 418 (M + H)™. Analisis
Calculado para C54H3N504°0,25 H,0:C, 71,15, H, 6,57, N, 9,96. Encontrado: C, 71,11,
H, 6,66, N, 9,82.

Ejemplo 11
Coemposicion de unidad de dosificaci eral

Se prepara como sigue una preparacién que contiene 20 mg del compuesto del
Ejemplo 1 como polvo seco estéril: se disuelven 20 mg del compuesto en 15 ml de agua
destilada. La solucion se filtra en condiciones estériles en una ampolia de 25 ml para dosis
multiples y se liofiliza. E! polvo se reconstituye por adicion de 20 mi de dextrosa al 5% en
agua (DSW) para inyeccion intravenosa o intramuscular. Por tanto, la dosificacion se
determina por el volumen de inyeccién. Se puede hacer una dilucion subsiguiente por
adicion de un volumen medido de esta unidad de dosificacion a otro volumen de D5W pars
inyeccion, o se pueds afiadir una dosis medida a otro mecanismo para dispensar el firmaco,
como en una botelle. o una bolsa para infusién gota a gota u otro sistema de infusion por

inyeccion.

Ejemplo 12

' Composicién unitaria para dosificacién oral

0
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Se prepara una capsula para administracion oral mezclando y triturando 50 mg del

compuesto del Ejerplo 1 con 75 mg de lactosa y § mg de estearato de magnesio. El polvo

-72-

resultante se tamiza y se introduce en una cépsula de gelatinz dura.
Ejemplo 13

omposicién unitaria para dosificacién oral
Se prepara un ccmprimido para administracion oral mezciando y granulando 20 mg
de sacarosa, 150 mg de sulfato de calcio dihidratado y 50 mg del compuesto del Ejemplo
1 con una solucién de gelatina al 10%. Los granulos mojados se tamizan, se secan, se
mezclan con 10 mg de almidon, 5 mg de talco y 3 mg de dcido estedrico; y se prensan para

formar un comprimido.

La descripcion anterior describe detalladamente cémo hacer y utilizar la presente
invencion. Sin embargo, la presente invencién no se limita a las realizaciones particulares
descritas aqui anteriormente, sino que incluye todas sus modificaciones dentro del alcance
de las siguientes reivindicaciones. Las diversas reverencias a revistas, patentes y otras

publicaciones que se citan aqui comprenden el estado de la técnica y se incorporan aqui

comp referencias, como si se hubieran expuesto {ntegramente.
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REIVINDICACIONES

Un compuesto segiin la formula (I):

RL—0 o
mmzH

R! es Het- o Ar;

R? es

H
oHe” N\(N\ (CHy)——
’ L

o)

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

2.

Un compuesto segin la reivindicacion 1, en el que Rl es:

Fa

O

N N ~CH—
ool

.
1]
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CH,
l N\ N Y Y Nl&N
P - o 2 7

o /Fl'

en el que R’ es alquile '{-C4 y R" es fenilo, bencilo 0 -CH,CF3; o R'y R” estan unidos para

formar un anillo de morfolinilo.

3. Un compuesto segun la reivindicacién 1, en el que R2 es:
}I;i‘ N (CH
P2
4, Un compuesto segn la retvindicacion 1, en el que RZes:

H
N IN\ (CH ),
2

( 5.)  Un compuesto, que es:
&cido ()-4-[4-[2-[6-(metilamino)piridin-2-il]- 1-etoxi]-fenil]-3-[4-(trifluoro

me- ,

tilYfenillbutanoico;
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dcido  (2)-4-[4-12-[6-(metilamino)piridin-2-il]- 1-etoxi)-fenil]-3-{4-[(N-metil-N-
fenilamino)carbonil}-1,3-oxazol-2-il jbutanoico,
© 4cido  (2)-4-[4-[2-[6-(metilamino)piridin-2-il}-1-etoxi}-fenil]-3-[4-[(morfolin-4-
il)carbonil]- 1,3-oxazoi-2-ilJbutanoico;
5 icido  (£)-4~[4-[2-[6~(metilamino)piridin-2-il]-1-etoxi]-fenil]-3-[4-[[N-metil-N-
(2,2,2-triflyoroetil)aminojcarbonil]-1,3-oxazol-2-iljbutanocico;
dcido (&)-4-[4-[2-[6-(metilamino)piridin-2-il}-1-etoxi]-fenil]-3-{4-
(trifluorometil}tiazol-2-itfjbutancico;
acido (:t)-4~[4-[2-[6-(metilamino)piridin-2—il]—I-etoxi]-fenﬂ]-3{§_—n}e_til}ia£i-2-
10 i)butanoico; -
dcido  (8)-3-(3-fluorofenil)-4-{4-[2-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-
il)etoxi]fenii Jbutanoico;
acido (£)}-4-{4-[2-[6-(metilamino)piridin-2-il}-etoxi]-fenil}-3-(piridin-3-il)butanoico,
acido (8)-4-{4-[2-{6-(metilamino)piridin-2-il}-etoxi]-fenil]-3-(piridin-3-il)butanoico;
15 o
acido  (8)-3-(piridin-3-il)-4-[4-{2-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-
il)etoxi]fenil]butanoico;

o una de sus sales fannacéuticamente aceptables.

20 6. Una composicion farmacéutica, que comprende un compuesto segun una

cualquiera de las reivindicaciones 1-5 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

C . ;.J ‘7 Una composicién farmacéutica, que comprende un compuesto segin la
reivindicacion 1, un agente antineopldsico y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
. b ied il :
25 P W A i
8. La composciion farmacéutica segun la reivindicacién 6, en el que el agente
antineoplasico es tc-potecém@
9. Une. composciidn farmacéutica, que comprende un compuesto segin la

30 reivindicacion i, uninhibidor de resorcién Gsea y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

i
@10. Un método de tratamiento de una enfermedad en la que esta indicado el

]
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antagonismo del receptor o3, que comprende administrar un compuesto segin la

reivindicacion 1 a un individuo con necesidad de ello.

@1 1. Un método de tratamiento de una enfermedad en la que estd indicado el
antagonismo del receptor o, P, que comprende administrar un compuesto segin la
reivindicacién 1 a un individuo con necesidad de elio.

@ 12.  Un método de tratamiento de osteoporosis, que comprende administrar un

compuesto segin la reivindicacion 1 a un individuo con necesidad de ello.

“

@ 13.  Unmétodo para inhibir angiogénesis, crecimiento de un tumor o metastasis
de un tumor, que comprende administrar un compuesto segin la reivindicacion 1 a un

individuo con necesidad de ello.

@- 14.  Unmétodo de tratamiento de aterosclerosis, restenosis o artritis renmatoide,
que comprende administrar un compuesto segun le reivindicacion 1 a un individuo con

necesidad de ello.

@ 15. Un método de inhibicién del crecimiento de un tumor, que comprende
administrar secuencialmente o en combinacidn fisica un compuesto segiin Ia reivindicacion
1 y un agente antineoplasico. ‘

@6. El meétodo segin la reivindicacibn 15, en el que el agente antineoplasico es

topotecan o cisplatino.

)

@.l 7.  Unmétodo detratamiento de osteoporosis o inhibicion de pérdida de masa

ésea, que comprencde administrar secuencialmente o en combinacién fisice un compuesto
segln la reivindicacion 1 y un inhibidor de resorcion sea.

18.  Un compuesto segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para uso

como medicament. —
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@19. E! uso de un compuesto de formula (I) segin la reivindicacion 1, en la

fabricacitn de un medicamento para el tratamiento de enfermedades en [as que estd indicado

Q
Y

el antagonismo del receptor ¢,5. f-\~ ! vl S e T G Me s

@20. El uso de un compuesto de formula (I) segin la reivindicacién 1 en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento de enfermedades en las que estd indicado

el antagonismo del receptor &, fs.

f@ 21.  El uso de un compuesto de formula (I) segiin la reivindicacion 1 en la

fabricacion de un medicamento para el tratamiento de osteoporosis.

@22. El uso de un compuesto de formula (I) segin la reivindicacién 1 en la
fabricacion de un medicamento para la inhibicion de angiogénesis, crecimiento de un tumor

0 metastasis de un tumor.

@ 23.  El uso de un compuesto de formula (I) segin la reivindicacion 1 en la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento de aterosclerosis, restenosis o artritis

reumatoide.

@ 24.  Eluse deuncompuesto de formula (I) segiin la reivindicacion 1 y un agente
antineopldsico en la fabricacién de un medicamento para la inhibicién de crecimiento de un

tumor en combinacion fisica o para administracion secuencial.

@ 25.  El uso segin Ia reivindicacién 24, en el que el agente antineoplasico es
topotecan o cisplatino.

@26. El uso de un compuesto de formula (I) segin la reivindicacién 1 y un

inhibidor de resorcién Osea en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de

_J

osteoporosis en combinacion fisica o para administracién secuencial, |-

/
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RESUMEN DE LA INVENCION

Antagonistas de los receptores de vitronectina

Se describen corapuestos de formula (I) que son antagonistas de 10s receptores de

vitronectina y son Utiles en el tratamiento de osteoporosis:

'Ri=—-0 o

en los que:
Rl esHet- o Ar,
R2 es

H
o PN l Nay (CH-,‘. —
’ 2

o una de sus sales farrnacéuticamente aceptables.

4]

@

H

. N N\ (CH),;—
g
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! SUPERINDUSTRIA Y CONERCE ; S22
Radicavion ; B9BATISA RAREAGER Folios: &5 Z-_'-:T
Fecha (WD) P8BA-B9-B6 15:57:59

leamite 1 OB PATENES B 1 assg:ce{ 0";;: WEENSE i y Comercio
Depeniencias 228 DIVISIN BE WEVRS BLIR® @ INTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PATENTE DE INVENCION [] MODELO DE UTILIDAD | ]

o Nombre e identificacion del Solicitante : []
o Nombre e identificacion del Inventor [1
¢ Titulo 0 nombre de la Invencion - ) [1]
o Descripcion , []
» Reivindicaciones []
e Resumen []
o Comprobante de Pago (1]
o Poder, cuado proceda o [}
o Copia de la primera solicitud de patente, si reivindica prioridad, sefialandola
expresamente []
e Fima del solicitante o apoderado [1]
COMPLETA[ | | - INCOMPLETA [ |

DISERO INDUSTRIAL | ]

o Nombre e identificacion del peticionario _ [1]
o Nombre e identificacion del inventor o disefiador [1]
¢ Indicacion del género de productos para los cuales debe utilizarse [1]
o Representacion grafica [1]
¢ Comprobante de pago []
o Poder, cuado proceda I
¢ Fimma del solicitante 0 apoderado []
COMPLETA[ ] INCOMPLETA [ ]
4e5
Firma Responsable
P - i ST
Fax: 281 31 25 e-mail: in oV.co

Santa Fe de Bogoti D.C. - Colombia



DU ENLUY I LIV
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Y COMERCIO

INFORME DE PROTOCOLO

Expediente oo-s7158 .

Fecha: 7 de septeimbre del 2000 .

3a carkifica que:

 Desde fecha . 13 de octubre de 1994 .....»
del folio _ 78.086_ . al folio  78.091  del
libro de Protocclo N 265  , obra el poder
e 1% 479 ronferide por SMITHKIINE

BEECHAM CORPORATION .

domiciliado(a) en Filadelfia - Pensilvania,

-

R apun nan Ly e hn e sinn -

rd .
o+ I

S b s e s

-, al doctor GERMAN. CASTILLO GRAU. .¥/0 . ADRIANA

CASTILLO. GIBSONE .%/o. LUIS_ FELIPE.  CASTILLO
" GIRSONE. . - S .

Facultad para desistir _SI .

-Revisado . 202022 e

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°
Conmutador 334 1221-2-34
Fax 28] 3125
Santafé de Bogoté, D.C. - Colombla




SUrLALYI CIWENUIA
OI(E zrosm ¢4
Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
PRIMER EXAMEN DE FORMA

EXPEDIENTE: 00-67168

Practicado el examen juridico de acuerdo con lo establecido en el art. 21 de la Decisién
344 se determiné que esta solicitud de Patente de invencién:

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

SI[X] NO[ 1 NO APLICABLE [ ] Acreditd, en forma comecta, la

existencia y representacion de la persona juridica solicitante
(art. 14-c de la Decisitn 344, literal g) del art. 4 del Decreto
117/94).

Si{x ] NOI[ 1] NO APLICABLE [ ] Presentd, en forma correcta, ef
comprobante de pago por la tasa de presentacion (art. 13-f de
B la Decision 344 y el Decreto 298 del 17 de febrero de 1999)
SI[X] NO[ 1] EXTEMPORANEAMENTE [ ] Reivindicé prioridad, de acuerdo
_ con lo previsto en el art. 12 de la Decision 344.

Si[ 1 NO[x] NO APLICABLE [ ] Indico fuente normativa de reciprocidad
{Decision 344, art. 12; Decreto 117/94, art. 4 literal f). .

SI[ ] NO([x ] NO APLICABLE [ ] Contiene la copla de la solicitud de la
- -~ cual reclama prioridad (art. 14-b Decision 344).

SI[ 1 NO[x ] NO APLICABLE [ ] Contiene la traduccion oficial de las
reivindicaciones de la primera solicitud de patents, avalada por
¢l Ministerio de Relaciones Exteriores (arts. 14-¢ Decision 344,
4-0) Decreta 117/94, Clrcular externa numero 004 de 1997).

"SI [ ] NO[ x] CUMPLE LOS REQUISITOS JURIDICOS

OBSERVACIONES Y OTROS:

En consecuencia, se cbnceptna que esta solicitud:

.SI[ ] NO[x ] Se ajusta a los aspectos FORMALES Indicados en la

Decisién 344 y por tanto,
SIi[ 1 NO[x] Se recomienda PUBLICAR el extracto correspondiente.

" . Bogota, D.C., 7 de septiembre del 2000

EXAMINADOR JURIDICO.
202022

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5° y 10°
Conmutador 334 1221-2-3-4
* Fax 281 3125
Santafé de Bogots, D.C. - Colombla
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: Folio £9
1° EXAMEN DE FORMA '

Radicacién n°o0-6mise CONCEPTO TECNICO N° 2230

Clasificacion Internacional Patentes: A6/ Ks'/4as, Mo

Practicado el examen de acuerdo a lo establecido en el Art. 21 de la Decisién 344 se determiné que
esta solicitud de Patente de Invenci6n:

SI[XINO{]
SI[X]NO[]
SI[X]NO[]

SI Bl NO[ ]
SIANOI[]
SI B NO[]

SIFANO[]

SIKNOI[]
SIBANO[]

SIHNOH
SIEdNO[]
SIKNOI[]

SIINO[]

Contiene la identificacién correcta del inventor (Art.8, Art.13-a).
Contiene la identificacién correcta del solicitante (Articulo 13-a).

Contiene el resumen con el objeto y finalidad de la invencion en forma
correcta {(Art.13-¢).

Contiene el titulo 0 nombre de la invencién en forma correcta (Art.13-b).

Contiene la descripci6n clara y completa de la invencién (Art.13-c).

_.Contiene los dibujos correctos (Art.14-c junto con el literal d) del Art. 4 del

Dto. 117 del 94).

Contiene las unidades de medida en el sistema exigido (Art.14-c junto con el
Decreto 3464 del 26 de diciembre de 1980).

Contiene una o mas reivindicaciones.

Contiene el extracto de acuerdo con el literal c) del articulo 4 del Dto. 117
194. o '

Contiene el arte final del dibujo caracterfstico de acuerdo con el literal c)
del articulo 4y el articulo 27 del Dto. 117 /94,

Contiene la tarjeta del Archivo Temético [formato P-104] en forma correcta
(Art.14-c junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94),

Contiene la taijeta del Archivo de Propietarios [formato P-105] en forma
correcta (Art.14-c junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94).

CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS

OBSERVACIONES Y OTROS: SI []NO [4 ver hoja(s) anexa(s)

Bogot4, D.C., 28 b poviembre cle zooo -

202012



@ SUPE‘I'UNIIE-:II;ENCIA
. DE INDUS
SIE s
, | 22
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES |

EXPEDIENTE 00-67168
AUTQ 3209
LA JEFE DE DIVISION DE NUEVAS CREAGIONES
DISPONE:

ARTICULO PRIMEROQ: Reconocer personeria al doctor GERMAN CASTILLO GRAU como
apoderado de la Sociedad solicitante, en los términos y para los efectos del poder
conferido.

ARTICULO SEGUNDO: Conforme lo establece el articulo 22 de la Decision 344 de la
Comisién 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: Notificar por estado el presente auto, advirtiendo que contra el no
procede recurso alguno en la via gubemativa.

NOTIFIQUESE Y CUMPLASE '
Dado en Bogota D.C., a los 2 8 HOV. Eﬂﬂd

LA JEFE DE LA DIVIS NUEVAS CREACIONES,

. ALIX GARMENZA CESPEDES DE VERGEL

NOTIFchDO POR ESTADO A o
130 NOV !

Bogota D.C., : noﬂﬁca o por 2 notaclén en estado de esfa misma fecha.

VENCIMIENTO NOTIFICACION ESTADO

SOLICITO PRORROGA TERMINO Si NO_.

VENCIMIENTO TERMINO PRORROGA

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°
Conmutador 334 1221-2-34
Fax 281 3125 '

Santafé de Bogoté, D.C. - Colombla




