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La presente invencién se relaciona con compuestos anti
inflamatorios que actian via antagonismo del receptor CCR2, (también
conocido como el receptor MCP-1), lievando entre ofros a la inhibicion de
Monocyte Quimioatrayente Protein-1 (MCP-1). Estos compuestos
contienen una fraccién indole. La invencién se relaciona adicionalmente
con composicigne'il farmacéuticas que los contienen, procesos para su
preparacion, intermediarios (Gtiles en su preparacién y su utilizacion como
as\-:ntes terapéuticos. '

El MCP-1 es un miembro de la familia de quimioquinas de
proteinas pro-inflamatorias que median la quimiotaxis y activacién de
leucocitos. E1l MCP-1 es una quimioquina C-C la cual es una de las més
potentes y selectivas células T y quimioatrayentes monocitos y agentes de
activacién conocidos. El MCP-1 ha sido implicado en 1a patofisiologia de
un gran nimero de enfermedades inflamatorias incluyendo artritis
reumatoide, nefritis glomerular, fibrosis de pulmdn, restenosis (Solicitud
de Patente Internacional WO 94709128), alveolitis (Jones y otros, 1992, J
Immmmol, 149, 2147) y asma. Otras dreas de enfermedad donde se
considera que el MCP-1 juega una parte en su patologia son aterosclerosis
(por ejemplo Koch y otros, 1992, J Clin. Invest., 90, 772 -779), psoriasis
(Deleuran y ofros, 1996, J Demmatological Science, 13, 228-236),
.reacciones de hipersensibilidad del tipo retrasado de Ia piel, enfermedad
de baso inflamatorio (Grimm y otros, 1996, J Leukocyte Biol, 59,. 804-
812), esclerosis miltiple y trauma cerebral (Berman y otros, 1996, J
Immunol, 186,. 3017-3023). Un inhibidor MCP-1 puede también ser il
para fratar ataques cardiacos, heridas de reperfusién, isquemia, infarto del
miocardio y rechazo de trasplantes. '
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El MCP-1 acta a través del receptor CCR2. Los MCP-2 y MCP-3
pueden también actuar, por lo menos en parte, a través de este receptor.
Consecuentemente en esta especificacion, cuando se hace referencia a
“inhibicién o antagonismo de MCP-1” o “efiectos mediados de MCP-1”
esto incluye inhibicién o antagonismo de MCP-2 y/o efectos mediados de
MCP-3 cuando MCP-2 y/o MCP-3 actiian a través del receptor CCR2.

Los solicitantes han encontrado una clase de compuestos que \
contienen una fraccién indole que tiene util actividad inhibitoria contra
MCP-1. La Solicitud de Patente Intemacional, Publicacion No. WO
99/07351 divulga una clase de indoles con actividad inhibitoria de MCP-
1. Esta solicitud se basa en e! descubrimiento sorprendente de que
particulares indoles sustituidos 5-hidroxi son inhibidores MCP-1 que
poseen inesperadas y benéficas propiedades con respecto a la potencia y/o
niveles de sangre y/o biodisponibilidad y/o solubilidad. '

T T
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De acuerdo con lo anterior, la presente invencién proporciona un
compuesto de la férmula (1);

donde:
R! es hidrégeno, halo o metoxi;
R? es hidrégeno, halo, metil, etil 0 metoxi;
R’ es un grupo halo o un grupo trifluorometil;



Similares combinaciones de R’ y R* pueden aplicarse donde por lo
menos uno de R’y RS es diferente a hidrégeno, pero en este caso, R® y R*
son adecuadamente ambos halo tal como flior, cloro, bromo e iodo,
preferiblemente flior, cloro o bromo, y més preferiblemente ain fiior o
cloro. Particulares ejemplos son casos donde R? y R* son ambos cloro, o
R’ y R* son ambos fidor. Una alternativa adicional es una donde uno de R®
o R* es cloro y el otro es fitior.

Adecuadamente R* es hidrogeno, flior, cloro o bromo, y
preferiblemente R® es hidrégeno. Un valor adicionalmente preferido para
R es por cjemplo, fitior.

Adecuadamente R® es hidrégeno, fldor, cloro o bromo.
Preferiblemente R® es hidrogeno o flior, y méis preferiblemente ain
hidrégeno.

Enmaspectoprefmdodelamvenménsepmpommm
compmtodelaférmula(IA)

o una sal farmacéuticamente aceptable o prodroga de ella, donde R', R?y
R* son tal como se defini6 arriba. Preferiblemente R! y R? son hidrégeno.
Preferiblemente R* es cloro  fltior.
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En un adicional aspecto preferido de la invencion se proporciona un
compuesto de la formula I o una sal farmacéuticamente aceptable o
prodroga de ella donde R', R? y R* son tal como se definié arriba, R? es
triffuorometil, R® es halo y R® es hidrégeno. Preferiblemente R' y R? son
hidrogeno. Preferiblemente R* es cloro o flior, especmlmmte cloro.
Preferiblemente R*es fluoro.

Compuestos preferidos de la invencién incluyen cualquiera de uno
de los compuestos preparados en los Ejemplos, los cuales se resumen en
la Tabla 1.

Tablal

Ejemplol R1 | R2 [ R3 R4 RS R6
1 H H | CB Cl H H
2 H H F CFs H H
3 H H Cl CF, | . H H
4 H H Br Cl H H
5 H H F Br H H
6 H H Br F H H
7 F H | CF F H H
8 F H | Ckh | C H H
9 F H | CF F F H
10 Cl H Cl Cl Cl H
11 H Br | CK F H H
12 H Br | CF, Cl H H
13 H Br cl CFs H H
14 H Cl F CF; H H
15 H I F CFy H H
16 H [CH0| CF; Cl H H
17 H H | CF F A H
18 H H | CFh | Cl Cl H
19 H H | CF Cl H H
20 H H | CFK Cc Br H
21 H H a Cl Br H
22 H H | Ch | Cl F H




23 | H H[ ] d F H
24 | H | H | ca | al a H
25 | C | H|Ch| Ol B H
26 | € | H | Ch | a | d H

La invencién se relaciona adicionalmente con todas las formas
tautoméricas de los compuestos de la férmula (I).

También debe entendemq que algunos compuestos de la formula (I)
pueden existir en formas solvatadas asi como formas no solvatadas tales
como, por ejemplo, formas hidratadas. Debe entenderse que la invencion
comprende todas estas formas solvatadas.

Los compuestos de la formula (I) son inhibidores de monocyte
quimioatrayente protein-1. Adicionalmente, parecen inhibir quimiotaxis
inducida de RANTES. RANTES (Regulada ante Activacion, Normal T-
célula Expresada y Secretada) es otra quimioquina de la misma familia de
MCP-1, con un perfil biol6gico similar, pero que actia a través del
receptor CCR1. De acuerdo con lo anterior una ventaja adicional asociada
con la presente invencién es que, mediante la inhibicién de actividad tanto
MCP-1 como RANTES, sc proporciona compuestos con propiedades
parhculmnente Gtiles. Como resultado, estos compuestos pueden
utilizarse para tratar enfermedades mediadas por estos agentes, en

Adecuadas sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de
1a formula (I) incluyen sales base tales como una sal de metal alcalino por
ejemplo sodio, una sal de metal salcalinotérreo por ejemplo calcio o
magnesio, una sal de amina orgénica por e¢jemplo frietilamina, morfolina,
N-metilpiperidina, N-etilpiperidina, procaina, dibencilamina, N,N-
dibenciletilamina o aminodcidos por ejemplo lisina. En otro aspecto,

/> 0
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donde el compuesto es suficientemente bésico, sales adecuadas incluyen
sales de adicién dcida tal como metanosulfonato, fumarato, hidrocloruro,
hidrobromuro, citrato, maleato y sales formadas con écido fosférico y
sulfdrico. Puede haber més de un catién o anién dependiendo del mimero
- de funciones cargadas y la valencia de los cationes o aniones. Una sal
 farmacéuticamente sceptable preferida es una sal de sodio.

Varias formas de prodrogas son conocidas en el arte. Para ejemplos
" de dichos derivados do prodrogas, ver:

a)  Disefio de Prodrogas, editado por H. Bundgaard, (Elsevier, 1985) y
Métodos en Enzimologia, Vol. 42 p. 309-396, editado por K. Widder, y
otros (Academic Press, 1985);

b) Texto de Disefio y Desarrollo de Drogas, editado por Krogsgaard-
Larsen y H. Bundgaard, Capitulo 5 "Disefio y Aplicacién de Prodrogas”,
by H. Bundgaard, p. 113-191 (1991);

¢) H. Bundgaard, Revistas de Suministro de Drogas Avanzadas, 8, 1-
38 (1992);

d) H. Bundgaard, y otros, Diario de Ciencias Farmacéuticas, 77, 285
(1988); y

e) N. Kakeya, y ofros, Boletin de Quimica Farmacéutica, 32, 692
(1984).

Ejemplos de dichas prodrogas son ésteres penetrables en vivo de un
compuesto de Ia invencién. Un éster penetrable en vivo de un compuesto
de Ia invencién que contiene un grupo carboxi es, por ejemplo, un éster
farmacéuticamente aceptable el cual es penetrado en el cuerpo humano o
animal para producir un dcido padre. Adecuados ésteres aceptables
farmacéuticamente para carboxi incluyen ésteres C,qalquil, por ejemplo
metil o etil; ésteres C¢alcoximetil, por ejemplo ésteres metoximetil; C;.¢
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alcanoiloximetil, por ejemplo pivaloiloximetil; ésteres ftalidil; ésteres C.
scicloalcoxicarboniloxiC,.alquil, por ejemplo 1-ciclohexilcarboniloxietil;
ésteres 1,3-dioxolan-2-ilmetil, por ejemplo 5-metil-1,3-dioxolan-2-ylmetil;
ésteres C,.alcoxicarboniloxietil, por ejemplo 1-metoxicarboniloxietil;
ésteres aminocarbonilmetil y mono- o di-N<(C, ¢ alquil) sus versiones, por
ejemplo ésteres N,N-dimetilaminocarbonilmetil y ésteres N-etilamino-
carbonilmetil; y puede formarse en cualquier grupo carboxi los
compuestos de esta invencibn. Un éster penetrable en vivo de umn
compuesto de la invencién que contiene un grupo hidroxi es, por ejempl ,
un éster farmacéuticamente aceptable el cual es penetrado en el cuerpo
humano o animal para producir el grupo padre hidroxi. Adecuados ésteres
farmacéuticamente aceptables para hidroxi incluyen ésteres C,. alcanoil,
por ejemplo ésteres acetil; y ésteres benzoil donde el grupo fenil puede
sustituirse con aminometii o N- sustituidlo mono- o di- C;ealquil
aminometil, por ejemplo ésteres 4-aminometilbenzoil y ésteres 4-N,N-
dimetilaminometilbenzoil.

Adicionales ejemplos de dichas prodrogas son amidas penetrables
en vivo de un compuesto de la invencién. Ejemplos de dichas amidas
penetrables en vivo incluyen una N-C;salquilamida y una N,N-di«(C,¢
alquil)amida tal como N-metil, N-etil, N-propil, N,N-dimetil, N-etil-N-
metil o N,N-dietilamida.

Otro aspecto de la presente invencién proporciona un proceso para
preparar un compuesto de la formula (I) o una sal farmacéuticamente

aceptable o prodroga de él cuyo proceso comprende:

a) reaccionar compucstoé de la formula (II):

\I



: an

donde R?, R?, R® y R son tal como se definié en relacién con la formula
(D), R* es carboxi o una forma protegida de él, y R® es hidrégeno o un
adecuado grupo de proteccién hidroxi, con un compuesto de formula
(1I):

Rl

(1)

donde R* y R* son tal como se defini6 en relacién con la formula (I) y L es
un grupo desplazable; y posteriormente si es necesario:

i)  convertir un compuesto de la férmula (I) en ofro compuesto de la
formula (T);

ii)  retirar cualesquiera grupos de proteccion; o
iii) formar una sal farmacéuticamente aceptable o prodroga de él.
Adecuados valores para L son por ejemplo, un grupo halégeno o

sulfoniloxi, por ejemplo un ' grupo cloro, bromo, metanosulfoniloxi o
tolueno-4-sulfoniloxi.



Los compuestos de la formula (II) y (III) se reaccionan
adecuadamente conjuntamente en un solvente orgénico inerte tal como
N,N-dimetilformamida, diclorometano o acetonitrilo en pmencla de una
base tal como hidréxido de sodio, hidrido de sodio, o carbonato de
potasio. Adecuadamente la reaccién se efectia en presencia de un
catalizador de transferencia de fase tal como tetra-n-butilamonio sulfato de
hidrégeno. Los tiempos de reaccién pueden variar dentro del rangode 1 a
6 horas preferiblemente durante 1 a 3 haras.

Moderadas temperaturas por ejemplo de 15 a 30°C, preferiblemente
20 a 25°C se emplean.

Los compuestos de la formula (II) pueden ser comercialmente
disponibles, o pueden elaborarse mediante modificacién utilizando
procesos conocidos de compuestos comercialmente disponibles de la
formula (XT). En particular, pueden prepararse reaccionando un compuesto
de la férmula (IV):

donde R', R®, RS y R® son tal como se defini6 arriba con'un compuesto de

1a formula (V)
Sy e
0O
\)
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donde R°y R° se seleccionan independientemente a partir de C, 4alquil.

Los compuestos de la formula (IV) y (V) sec reaccionan
adecuadamente conjuntamente bajo condiciones de reaccion Reissert tal
como en un solvente inerte (tal como tetrahidrofurano), en presencia de
mbase(talco:_no‘:eté:ddodepotanio),aunmngodetempemmadeISa
30°C preferiblemente 20 a 25°C, durante 10 a 20 horas preferiblemente 15
a 17 horas. El compuesto resultante se aisla y disuelve en un alcohol tal
como etanol y un Acido orgénico (tal como 4cido acético) y un catalizador
de metal de transicion (tal como 0% PJd/C) y se agrega ciclohexeno. La
mezcla puede entones calemtarse a una temperatura de 60 a 120°C
preferiblemente a 70 a 90°C durante 15 a 25 horas preferiblemente 16 a 20
horas para dar un compuesto de 1a férmula (II) donde R* es -CO;3R.

R® y R* son adecuadamente C,_salquil, preferiblemente metil o etil.

Altemativamente, los compuestos de la formula (II) pueden
prepararse reaccionando un compuesto de Ia formule (VI):

o

donde R!, R*, R® y R® son tal como se definié arriba, con un compuesto de
la formula (VII):

\%



donde R% es C;4alquil.
Adecuadamente R® es C1-4alquil, preferiblemente metil o etil.

Los compuestos de la férmula (VI) y (VII) se reaccionan
adecuadamente corfjuntamente bajo condiciones de Fischer tal como con
un #cido orgénico (tal como Acido acético), en un alcohol (tal como
etanol), a una temperatura de 60 a 90°C, preferiblemente 75 a 85°C,
durante 1 a 5 horas, preferiblemente 1 a 3 horas. El compuesto resultante
' se mezcla con un dcido fuerte (tal como dcido polifosforico) y se calienta
a 90 a 150°C preferiblemente 100 a 120°C, durante 0,5 a 4 horas,
preferiblemente 0,5 a 2 horas para dar un compuesto de la férmula (IT)
donde R? es hidrégeno. Entonces, si se desea, R? puede convertirse
opcionalmente en otro valor de R? como se definié en la formula (I)
utilizando técnicas conocidas en la literatura.

En una alternativa preferida, los compuestos de la formula (II) se
obtienen mediante ciclizacién de un compuesto de la férmula (VIIT)
b 1
SO
I
NJ

(V)
donde R!, R®, R’ y R? son tal como se defini6 arriba.

La ciclizacién puede efectuarse sometiendo a reflujo el compuesto
en un solvente orginico tal como xileno. Los compuestos de la formula
(VII) se preparan adecuadamente reacciomando un compuesto de la
férmula (IX)



donde R', R? y R" son tal como se defini6 arriba, con un compuesto de
férmula (X)

donde R* es tal como se defini6 ariba. La reaccién se efectia
adecuadamente en un solvente orginico tal como un alcohol, en particular
metanol, en presencia de una base tal como alcéxido de metal alcalino, en
particular metéxido de sodio. Moderadas temperaturas de desde -30 a
20°C se emplean adecuadamente.

En ain yna adicional modificacién, los compuestos de la férmula
(I1) se preparan mediante ciclizacién de un compuesto de la férmula (XI)

CORY
j‘-co,na

donde R' y R® son como se definié amiba, R’ es alquil, tal como metil, y
R® es un grupo de proteccién carboxi tal como alquil, en particular metil.



La ciclizacion se efectta adecuadamente bajo condiciones de Japp
Klingemann, calentando una solucién del compuesto un solvente
orginico tal como tolueno y un 4cido adecuado, tal dcido sulfénico
p-tolueno.

Los compue"stos de la formula (XI) se preparan adecuadamente
reaccionando un compuesto de Is formula (X1I)

¥ ¥

O

RS
Re

(Xm)

donde R, R®, R* y R® son como se defini6 arriba, con un compuesto de la
formula (XIIT)

COR?
0,Re

(XIm)

donde R’ y R® son como se definieron en relacién con la férmula (XI). El
compuesto de la formula (XII) se disuelve adecuadamente en un écido
diluido tal como 1,5N HCI en presencia de un nitrito tal como nitrito de
sodio a temperaturas moderadamente bajas de desde -30 a 0°C,
preferiblemente -51C.

Esta solucién se mezcla entonces con una solucién de un compuesto
de la férmula (XIII) en un solvente orgdnico tal como etanol, en presencia
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de una solucién de una base tal como un hidréxido de metal alcalino, por
ejemplo una solucién acuosa de hidréxido de sodio.

Los compuestos de la formula (III), (IV), (V), (VI), (VID), (IX),
(X) y (XII) son conocidos o estdn comercialmente disponibles o son

preparados medmnfe procesos conocidos en ¢l arte mediante manipulacion
estandar de materiales comercialmente disponibles o conocidos.

Se apreciard también que en algunas de las reacciones mencionadas
aqui puede ser necesario/deseable proteger cualesquier grupos sensibles
enloscompuestos.Lasinstanciasdondeesneeesm'i;odeseablela
proteccién y adecuados métodos para proteccion son conocidos por
aquellos expertos en el arte. Consecuentemente, si los reactivos incluyen
grupos tales como carboxi o hidroxi puede ser deseable proteger el grupo
algunas de las reacciones aqui mencionadas.

Un adecuado grupo de proteccion para un grupo hidroxi es, por
ejemplo, un grupo acilo, por ejemplo un grupo alcanoil tal como acetil, un
grupo aroil, por ejemplo benzoil, o un grupo arilmetil, por ejemplo bencil.
Las condiciones de desproteccién para los grupos de proteccién de arriba
varianin necesariamente con la escogencia del grupo de proteccién. Asi,

.por ejemplo, un grupo acilo tal como un grupo alcanoil o aroil puede
reﬁmrse,porejemplo,mediantehidrmisisconunabaseadecundatalcomp
un hidréxido de metal alcalino, por ejemplo hidréxido de litio o sodio.

Alternativamente un grupo arilmetil tal como un grupo bencil puede
retirarse, por ejemplo, mediante hidrogenacién sobre un catalizador tal
como paladio sobre carbono.
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de una solucién de una base tal como un hidréxido de metal alcalino, por
ejemplo una solucién acuosa de hidréxido de sodio.

Los compuestos de la formula (IIX), (IV), (V), (VI), (VIR), (IX),
(X) y (XII) son conocidos o estan comercialmente disponibles o son
preparados medmnﬁe procesos conocidos en el arte mediante manipulacién
estindar de materiales comercialmente disponibles o conocidos.

Se apreciar también que en algunas de las reacciones mencionadas
aqui puede ser necesario/deseable proteger cualesquier grupos sensibles
en los compuestos. Las instancias donde es necesaria o deseable la |
proteccion y adecuados métodos para proteccién son conocidos por
aquellos expertos en el arte. Consecuentemente, si los reactivos incluyen
grupos tales como carboxi o hidroxi puede ser deseable proteger el grupo
en algunas de las reacciones aquf mencionadas.

Un adecuado grupo de proteccién para un grupo hidroxi es, por
ejemplo, un grupo acilo, por ejemplo un grupo alcanoil tal como acetil, un
grupo aroil, por ejemplo benzoil, o un grupo arilmetil, por ejemplo bencil.
Iaseondicionesdedespmtecciénpmlosmposdeproteccién&eam‘ba
variardn necesariamente con la escogencia del grupo de proteccion. Asi,
por ejemplo, un grupo acilo tal como un grupo alcancil o aroil puede
retirarse, por ejemplo, mediante hidrélisis con una base adecuada tal como
un hidréxido de metal alcalino, por ejemplo hidréxido de litio o sodio.

Alternativamente un grupo arilmetil tal como un grupo bencil puede
retirarse, por ejemplo, mediante hidrogenacién sobre un catalizador tal
como paladio sobre carbono. -
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Las composiciones de la invencién pueden estar en una forma
adecuada para uso oral (por ejemplo como tabletas, comprimidos,
cépsulas duras o blandas, suspensiones acuosas o aceitosas, emulsiones,
polvos dispersables o grinulos, jarabes o elixires), para uso topico (por
¢jemplo como cremas, ungilentos, geles, o soluciones o suspensiones
acuosas o acei_tos';'is), para administracién por inhalacién (por ejemplo
como un polvo finamente dividido o un aerosol liquido), para
administracién por inhalacién (por ejemplo como un polvo finaments
dividido) o para administracién parenteral (por ejemplo como una solucién
estéril acuosa o aceitosa para dosificacién intravenosa, subcutinea,
intramuscular o dosificacién intramuscular 0 como un supositorio para
dosificacién rectal).

Las composiciones de la invencién pueden obtenerse mediante
procedimientos convencionales utilizando excipientes farmacéuticos
convencionales, bien conocidos en el arte. Consecuentemente, las
composiciones pretendidas para uso oral pueden contener, por ejemplo,
uno o© mas agentes colorantes, edulcorantes, saborizantes y/o
preservativos.

Adecuados excipientes farmacéuticamente aceptﬁbles para una
formulacién en tabletas incluyen, por ejemplo, diluyentes inertes tales
como lactosa, carbonato de sodio, fosfato de calcio o carbonato de calcio,
agentes de granulacién y desintegracién tales como almidén de mafz o
dcido algénico; agentes de enlace tales como almidén, agentes lubricantes
tales como estearato de magnesio, écido -esteérico o talco; agentes
preservativos tales como etil o propil p-hidroxibenzoato, y anti oxidantes,
tales como Acido ascérbico. Las formulaciones en tableta pueden ser no
revestidas o re-vestidas ya sea pame modificar su desintegracion y Is
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subsecuente absorcion del ingrediente activo demtro del tracto
gastrointestinal, o para mejorar su estabilidad y/o aparioncia, en cualquier
caso, utilizando agentes de revestimiento convencionales y procedimientos
bien conocidos en el arte.

Lascompo_sici"onesmusomnlpueﬂenesmforma de cdpsulas
de gelatina dura donde el ingrediente activo se mezcla con un diluyente

 inerte sélido, por ejemplo, carbonato de calcio, fosfato de calcio, o caolin,

o como cépsulas de gelatina blanda donde el ingrediente activo se mezcla
con agua o un aceite tal como aceite de mani, parafina liquida o aceite de
oliva.

Las suspensiones acuosas contienen generaimente el ingrediente
activo en una forma finamente en polvo conjuntamente con uno o mss
agentes de suspensién, tales como carboximetilcelulosa de sodio,
metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, alginato de sodio, polivinil-
pirrolidona, goma tragacanto y goma acacia; agentes de dispersién o
humectantes tales como lecitina o productos de condensacién de un ¢xido
de alquileno con écidos grasos (por ejemplo estearato de polioxietileno), o
productos de condensacién de 6xido de etileno con alcoholes alifiticos de
cadena larga, por ejemplo heptadechetiienordcetmol, o productos de
condensacién de Oxido de etileno con ésteres parciales derivados de
Acidos grasos y un hexitol tal como monocoleato de sorbit-ol polioxietileno,
o productos de condensacién de 6xido de etileno con alcoholes alifiticos
de cadena larga, por ejemplo heptadecaetilenoxicetanol, o productos de
condensaciéon de éxido de ‘etileno con ésteres parciales derivados de
écidos grasos y un hexitol tal como monooleato de sorbitol polioxietileno,
o productos de condensacion de oxido de etileno con ésteres parciales
derivados de #cidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo
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monooleato de sorbitan polietileno. Las suspensiones acuosas pueden
también contener uno o mas preservativos (tales como etil o propil p-
hidroxibenzoato, anti oxidantes (tales como #dcido ascérbico), agentes
colorantes, agentes saborizantes, y/o agentes edulcorantes (tales como
sacarosa, sacarina O aspartame).

Las suspensiones aceitosas pueden formularse suspendiendo el
ingrediente activo en un aceite vegetal (tal como aceite de arracacha,
aceite de oliva, aceite de sésamo o aceite de coco) o en un aceite mineral
(tal como parafina liquida). Las suspensiones aceitosas pueden también
contener un agento espesante tal como cera de abejas, parafina dura o
alcohol cetil. Los agentes edulcorantes tales como aquellos establecidos
arriba, y los agentes saborizantes pueden agregarse para proporcionar una
preparacion oral al paladar. Estas composiciones pueden preservase
mediante la adicién de un anti oxidante tal como dcido ascérbico.

Los polvos y grinulos dispersables adecuados para la preparacién
de una suspension acuosa mediante la adicion de agua contienen
generaimente el ingrediente activo conjuntamente con un agente de
dispersion o humectante, un agente de dispersiln.y uno o mis
preservativos. Adecuados agentes de dispersion o humectantes y agentes
de suspensitén se ejemplifican mediante aquellos ya mencionados arriba.
Adicionales excipientes tales como agentes edulcorantes, saborizantes y
colorantes pueden estar también presentes.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden también
estar en forma de emulsiones de aceite en agua. La fase aceitosa puede ser
un aceite vegetal, tal como aceite de oliva o aceite de arracacha, o un
aceite mineral, tal como por ejempl parafina liquida o una mezcla de
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cualquiera de éstos. Adecuados agentes emusificantes pueden ser, por
ejemplo, gomas que se presentan naturalmente tales como goma acacia o
goma tragacanto, fosfidtidos que se presentan naturalmente tales como
fifjol de soya, lecitina, ésteres o ésteres parciales derivados de dcidos
grasos y anhidridos de hexitol (por ¢jemplo monooleato de sorbitan) y
productos de condénsacién de los dichos ésteres parciales con éxido de
etileno tal como monooleato de sorbitan de polioxietileno. Las emulsiones
pueden también contener agentes edulcorantes, saborizantes y
mmos.

Los jarabes y elixires pueden formularse con agentes edulcorantes
tales como glicerol, propilenglicol, sorbitol, aspartame o sacarosa, y
pueden también contener un agente desmulcificante, preservativo,
saborizante y/o colorante. Las composiciones farmacéuticas pueden
también estar en forma de una suspensién estéril inyectable acuosa o
aceitosa, Ia cual puede formularse de acuerdo con los procedimientos
conocidos utilizando uno o mds de los apropiados agentes de dispersién
humectantes y agentes de suspensién, los cuales se han mencionado
arriba. Una preparacién estéril inyectable puede también ser una solucién
o suspensiéon estéril inyectable en un diluyente o solvente no tdxico
parenteralmente aceptable, por ejemplo una solucién en 1,3-butanodiol.

Formulaciones en supositoric pueden prepararse mezclando el
ingrediente activo con un adecuado excipiente no irritante el cual es sélido
a temperaturas ordinarias pero liquido a la temperatura rectal y se fundird
consecuentemente en el recto para liberar la droga. Adecuados excipientes
incluyen, por ¢jemplo, mantequilla de mani y polietilenglicoles.

o
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Formulaciones tdpicas, tales como cremas, ungllentos, geles y
soluciones © suspensiones acuosas o aceitosas, pueden obtenerse
generalmente formulando un ingrediente activo con un vehiculo o
diluyente convencional, tépicamente aceptable, utilizando procedimiento
convencional bien conocido en el arte,

Las composiciones para administracién por insuflacién pueden estar
en forma de un polvo finamente dividido que contiene particulas de un
diémetro promedio de, por ejemplo, 30 n o mucho menos, el polvo mismo
que comprende ya sea ingrediente activo solo o diluido con unc o més
portadores fisiologicamente aceptables tales como lactosa. El polvo para
insuflacién se retiene entonces convenientemente en una cépsula que
contiene, por ejemplo, 1 a 50 mg de ingrediente activo para uso con un
dispositivo turbo inhalador, tal como se utiliza para insufiacién del agente
conocido cromoglicato de sodio.

Las composiciones para administracién por inhalacién pueden estar
en forma de un aerosol presurizado convencional colocado para dispensar
el ingrediente activo ya sea como un aerosol que contiene pequefias gotas
Hquidas o sdlidas finamente divididas. Los propulsores de aerosol
convencionales tales como hidrocarburos voldtiles fluorizados o
hidrocarburos pueden utilizarse y el dispositivo aerosol se coloca
convenientemente para suministrar una cantidad medida de ingrediente
activo.

Para adicional informacién sobre la Formulacién el lector debe
referirse al Capitulo 252 en el Volumen 5 de Quimica Medicinal
Compréhensiva (Corwin Hansch; Chairman of Editorial Board), Pergamon
Press 1990.
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La cantidad de ingrediente activo que se combina con uno o mas
excipientes para producir una Unica forma de dosificacién variand
necesariamente dependiendo del huésped tratado y la ruta particular de
administraciéon. Por ejemplo, una formulacién pretendida para
administracién oral a humanos contendrd generalmente, por ejemplo,
desdeO,Smg_aigdeagenteacﬁvompuestoconunncanﬁdad
apropiada y conveniente de excipientes que pueden variar desde alrededor
de 5 hasta alrededor de 98 por ciento en peso de la composicién fotal. Las
formas unitarias de dosificacién contendrin generalmente alrededor de 1
mg hasta alrededor de 500 mg de un ingrediente activo. Para adicional
informacién sobre las Rutas de Administracion y Regimenes de
Dosificacién el lector debe referirse al Capitulo 25.3 en el Volumen 5 de
Quimice Medicinal Comprehensiva (Corwin Hansch; Chairman of
Editorial Board), Pergamon Press 1990. '

El tamafio de la dosis para propésitos terapéuticos o profilécticos de
un compuesto de la formula I variarén naturalmente de acuerdo con la
naturaleza y severidad de las condiciones, la edad y el sexo del animal o
paciente y la ruta de administracién, de acuerdo con principios bien
conocidos de medicina. Como se mencioné arriba, los compuestos de la
formula I son dtiles en el tratamiento de enfermedades o condiciones
médicas que se deben solas o en parte a los efectos de MCP-1 y/o
RANTES, por ejemplo, artritis reumatoide.

Utilizando un compuesto de la frmula I con propésitos terapéuticos
o profilicticos se administrard generalmente en forma tal que una dosis
diaria en el rango, por ejemplo, de 0,5 mg a 75 mg por kg de peso
corporal se recibe, dada si se requicre en dosis divididas. En general
menores dosis se administrardn cuando se¢ emplea una ruta parenteral,
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Consecuentemente, por ejemplo, para administracién intravenosa, una
dosis en el rango, por ejemplo, de 0,5 mg sl30mgporkgdeposo corporal
se utilizard generalmente. Similarmente, para administracion por
inhalacion, una dosis en el rango de, por ejemplo, 0,5 mg a 25 mg por kg
de peso corporal se utilizard. La administracion oral se prefiere sin
embargo. =

De acuerdo con un admonal aspecto de la presente invencién se
proporciona un compuesto de Ia formula (I) o una sal farmacéuticamente
aceptable o prodroga de ella, como se define aqui anteriormente para uso
en un método de tratamiento del cuerpo humano o animal mediante
terapia. Convenientemente, la invencién proporciona un método de tratar
enfermedades inflamatorias administrando un compuesto de 1a formula (1)
o una sal farmacéuticamente aceptable o prodroga o una composicion
farmacéutica de ella, como se describe arriba.

Una adicional caracteristica de la presente invencién es umn

compuesto de la férmula (I) y sal farmacéuticamente aceptable o prodroga
de él, para uso como un medicamento.

Convenientemente éste es un compuesto de la férmula (I), 0 una sal
farmacéuticarente aceptable o prodroga de él, para uso como un
medicamento para antagonisar un efecto mediado de MCP-1 (y/o un
efecto mediado de RANTES en un animal de sangre caliente tal como un

ser humano.

Consecuentemente de acuerdo con un adicional aspecto de la
invencion se proporcions el uso de un compuesto de la formula (I) o una
sal farmacéuticamente aceptable o prodroga de él, en la fabricacion de un
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medicamento para uso en antagonisar un efecto mediado de MCP-1 (y/o
un efecto mediado de RANTES) en un animal de sangre caliente tal como

un ser humano.

De acuerdo con una adicional caracteristica de la invencién se
proporcionalmméffodo de antagonisar un efecto mediado de MCP-1 en un
animal de sangre caliente, tal como un ser humano, en necesidad de dicho
tratamiento ¢l cual comprende administrar a dicho animal una cantidad
efoctiva de un compuesto de la formula (1) o una sal farmacéuticamente
aceptable o prodroga de él, como se define aquf anteriormente.

Prucbs Biolégica.

Los siguientes métodos de prueba biolégica, datos y Ejemplos sirven
para ilustrar la presente invencién.
Abreviaturas:
ATCC American Type Culture Collection, Rockville, USA,
BCA dcido bicincronfnico, (utilizado, con sulfato de cobre, para
probar proteina)
BSA Albimina de Suero Bovino
DMEM  Medio Dulbecco modificado Eagle
.EGTA Etilenobis(oxietilenonitrilo) dcido tetracético
FCS Suero de ove;ja fetal
HEPES (N-[2-Hidroxietil]piperazina-N'-[2-4cido etanosulfénico])
HBSS Sohucién de Sal Balanceada de Hank
hMCP-1  Monocyte Quimioatrayente Protein-1 Humana
PBS Salina de fosfato amortiguada
PCR Reaccién en cadena de polimerasa
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AMPLITAQ®, disponible en Perkin-Elmer Cetus, se utiliza como
la fuente de polimerasa ADN termoestable.

El amortiguador de enlace es 50 mM HEPES, 1 mM CaCl,, 5§ mM
MgCl, 0,5% de suero fetal de oveja, ajustado a pH 7,2 con 1 M NaOH.

Aminoécidos no esenciales (100X concentrado) es: L-Alanine, 890
mg/l; L-Asparagine: 1 320 mg/l; L-écido aspértico, 1 330 mg/l; L-4cido
glutémico, 1 470 mg/l; Glicina, 750 mg/1; L-Proline, 1 150 mg/ y; L-
Serine, 1 050 mg/l.

Suplemento de Hipoxantine y Thimidine (50x concentrado) es:
hipoxanthine, 680 mg/l y; thimidine, 194 mg/l.

Penicillin-Streptomycin es: Penicilina G (sal de sodio); 5 000
unidades/ml; Sulfato de estreptomicina, 5 000 ptg/mi,

Céhulas de Linea de células Mca humana THP-l estin
disponibles en ATCC, nimero de acceso ATCC TEB-202.

Solucién de Sal Balanceada Hank (HBSS) se obtuvo de Gibco; ver
Proc. Soc. Exp. BioL Med, 1949, 71, 196.

El medio de cultivo de células sintético, RPMI 1640 se obtuvo de
Gibco; contiene sales inorgénicas [Ca(NO;).4Hz0 100 mg/l; KCI 400
mg/I; MgS0,.7H;0 100 Mg/I; NaCl 6000mg/l; NaHCO; 2000 mg/l &
Na2HP04 (anhyd) 800 mg/1], D-Glucose 2000 mg/l, glutationa reducida 1
mg/I, aminoacidos y vitaminas,

FURA-2/AM es 1-[2-(5-carboxioxazol-2-il)-6-aminobenzofuran-5-
oxi}-2~(2'-amino-5-metilfenoxi)-etano-N,N,N"N’-dcido tetracético penta
acetoximetil éster y se obtuvo de Molecular Probes, Eugene, Oregon,
Estados Unidos.

El Amortiguador de Sedimentacién de Sangre contiene 8,5g/1 NaCl
y 10g/1 hidroxietil celulosa.

El Amortiguador de Lisis es 0, 15 M NH,CI, 10 mM KHCO;,
1mM EDTA



P

Amortiguador de Eniace Total de Células es 50 mM HEPES, 1 mM
CaCly, 5 mM MgCl,, 0,5% BSA, 0,01 % NaNs, ajustado a pH 7,2 con 1M
NaOH. '

El amortiguador de lavado es 50mM HEPES. 1MM CaCl,, 5SmM
MgCl, 0,5% inactivado por calor FCS, 0.5MNaCl ajustado a pH 7,2 con
IMNAOH.  °©

Los procedimientos generales de biologia molecular puede seguirse
a partir de cualquiera de los métodos descritos en "Molecular Cloning - A
Laboratory Manual" Segunda Edicién, Sambrook, Fritsch y Manistis
(Cold Spring Harbor Laboratory, 1989).

El receptor MCP- 1 B (CCR2B) CDNA se cloné mediante PCR de
TBP-1 célula RNA utilizando adecuados precursores oligonucledtidos
basados en las secuencias publicadas de receptor MCP-I (Charo y ofros,
1994, Proc. NatL Acad. Sci. Estados Unidos, 91, 2752). Los productos
PCR resultantes se clonaron en vector PCR-II™ (InVitrogen, San Diego,
CA.). Error libre CCR2B cADN se subcloné como un fragmento Hind III-
Not I en el vector de expresion eucaridtico pCDNA3 (InVitrogen) para
generar pPCDNA3/CC-CKR2A y pCDNA3/CCR2B respectivamente.

pCDNA3/CCR2B DNA lineada se transfects en céhulas CHO-KI
mediante precipitacién de fosfato de calcio (Wigler y otros, 1979, Cell,
16, 777). Las células transfoctadas se scleccionaron mediante 1a adicién
de Sulfato de geneticina (G418, Giboo BR-L) a | mg/ml, 24 horas después
de que las células han sido transfectadas. La preparacién de RNA y
manchndonieﬁosellevéacabocomosedescﬁbeprevinmente
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(Needham y otros, 1995, Prot. Express. Purific., 6, 134). CHO-KI clane
7 (CHO-CCR2B) se identificé como el mayor expresor receptor MCP-1

Células CHO-CCR2B crecieron en DMEM suplementado con 10%
de suero fetal de oveja, 2mM glutamina, 1x Aminoécidos No Esenciales,
Ix Hipoxantine y Tymidine
Suplemento y Penicillin-Streptomycin (8 50 ug de estreptomicina/ml,
Gibco BRL) Fragmentos de Membrana se prepararon utilizando métod s
de células de lisis/centrifugacién diferencial como se describe previamente
(Siciliano y otrog, 1990, J Biol. Chem., 265, 19658). La concentracién de
proteinas se estimé mediante ensayo de proteina BCA (Pierce, Rockford,
Hlinois) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

i) E

1231 MCP-1 se prepard utilizando la conjugacién de Bolton y Hunter
(Bolton y otros, 1973, Biochem. J, 133, 529; Amersham Intemational plc].
Los ensayos de enlace de equilibrio se' llevaron a cabo utilizando el
método de Emst y otros, 1994, J Immunol, 152, 3541. Brevemente,
cantidades variables do *’I-etiquetado MCP- 1 se agregaron a 7 pg de
membranas purificadas de células CHO-CCR2B en I 100 pi de
Amortiguador de Enlace. Después de 1 hora de incubacion a temperatura
ambiente las mezclas de la reaccién de enlace se filtraron y lavaron 5
veces g través de un lavador de placa (Brandel MLR-96T Cell Harvester)
utilizando Amortiguador de Enlace fiio con hielo. Matraces de filtro
(Brande! GF/B) se remojaron previamente durante 60 minutos en 0,3% de
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polictilenimina antes del uso. Después de la filtracién los filtros \Aﬁ\
individuales se separaron en tubos de 3,5 ml (Sarstsct No. 55.484) y
unidos. '*’I-etiquetado MCP-1 se determiné (LKB 1277 Gammamaster).

Se realizaron estudios de competicién en frio como arriba utilizando 100
PM '%1-etiquetado MCP-1 en presencia de variables concentraciones de
MCP-1 no etiqpetﬁdo. Enlace no especifico s¢ determiné mediante la

inclusién de un exceso molar de 200 pliegues. de MCP-1 no etiquetado en
1a reaccion.

Los estudios de enlace de ligando con fragmentos de membrana
preparados a partir de células CHO-CCR2B mostraron que el receptor
CCR2B estaba presente a una concentracién de 0,2 p moles/mg de
proteina de membrana y unién MCP-1 selectivamente y con alta afinidad
(ICs = 110 pM, K;, =120 PM). La unién a estas membranas era
completamente reversible y alcanzé el equilibrio después de 45 minutos a
temperatura ambiente, y hubo una relacién lineal entre el enlace MCP-1 y
la concentracién de membranas de células CHO-CCR2B cuando se utiliza
MCP- I a concentraciones entre 100 pM y 500 pM.

Los compuestos de prueba disueltos en DMSO (5 pl) se probaron en
n competicion con 100 pM etiquetado MCP-l en un rango de
concentracién (0,01-50 uM) en duplicado utilizando curvas de respuesta
de dosis de ocho puntos y concentraciones ICso se calcularon.

Los compuestos probados de la presente invencién fuvieron valores
ICso de 50 pM o menos en el ensayo de enlace de receptor BMCP-1

descrito aqui.

b) Flujo de MCP-1 mediado de calcio en células THP-1
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La linea de células monocitica humana THP-1 crecié en un medio
de cultivo de células sintético RPMI 1640 suplementado con 10 % de
suero fetal de oveja, 6mM glutarnine y Penicillin-Streptomycin (a 50 pg
estreptomicina/ml, Gibco BRL). Las células THP-1 se lavaron en HBSS
(lacking Ca®* y Mg ?Y) + 1 mg/ml BSA y resuspendieron en el mismo
amortigusdor & wih densidad de 3 x 10° células/ml. Las células se
cargaron entonces con 1 mM FURA-2/AM durante 30 minutos a 37°C, se
lavaron dos veces en RBSS, y resuspendieron a 3 x 105 cétulas/ml. La
suspensién de células TBP-1 (0,9 ml) se agregd a una cubeta de 5 ml
desechable que contiene una barra agitadora magnética y 2,1 ml de HBSS
calentado previamente (37°C) que contiene 1 mg/ml BSA, 1 MM MgClL, y
2 mM CaCl,. La cubeta se coloc en un espectofotémetro de florescencia
(Perkin Elmer, Norwalk, CT) y se incub6 previamente durante 4 minutos a
37°C con agitacién. La florescencia se registré durante 70 segundos y las
células se estimularon mediante adicion de HMCP- 1 a la cubeta después
de 10 segundos. [C*]i se midi6 mediante excitacién a 340 nm y 380 nm
alternativamente y subsecuente medicién de la intensidad de 1a emisién de
florescencia a 510 nm. La relacion de las intensidades de la luz
fluorescente emitida después de la excitacién a 340 nm y 380 nm, (R), se
calculé y distribuy6 para dar y estimar el citoplasmico [Ca 2* ] de acuerdo
con 1a ecuacion:-

[Ca™]i =K4 (R-Rmin) (SE2/Sb2)
(Rmax-R)

donde el K, para complejo FURA-2Ca?* a 37°C se tom6 como 224nm.
Roax, €8 la méxima relacion de florescencia determinada después de la
adicién de 10mM Ionomycin, Ruis ©8 12 relacién minima determinada por
1a subsecuente adicion de una solucion libre de Ca?* que contiene 5 mM
EGTA, y S£2/Sb2 es la relacién de los valores de florescencia a 380 mn de
excitacién determinada 8 Ruin ¥ Ry, respectivamente.
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donde el K4 para complejo FURA-2Ca* a 37°C se tomé como 224nm,
Rmax, €8 12 maxima relacién de florescencia determinada después de Ia
adicién de 10mM Ionomycin, Ry €8 la relacién minima determinada por
la subsecuente adicién de una solucitn libre de Ca** que contiene 5 mM
EGTA, y Sf2/Sb2 es la relacién de los valores de florescencia a 380 om de
excitacion detennﬁmdn 8 Rain ¥ Raax, respectivamente.

La estimulacién de células THP-1 con AMCP-1 induce una répida,
elovacion transiente en [Ca®'Ji en una manera especifica y dependiente de
la dosis. Las curvas de respuesta de dosis indicaron un ECs, aproximado
de 2 nm. Los compuestos de prueba disueltos en DMSO (10uD) se
probaron para iphibicion de liberacién de calcio agregindolas a la
suspension de células 10 segundos antes de la adicion de ligando y
midiendo 1a reduccién en la eclevacién transiente [Ca*]i. Los
compuestos de prueba también se probaron en cuanto a falta de actividad
agonista mediante adicién en lugar de hMCP-1.

€)  quimiotaxis mediada hAMCP-1 y RANTES,

Los ensayos in vitro de quimiotaxis se llevaron a cabo utilizando
linea RHP-1 de células monociticas humanas. La migracién de células a
través de membranas de policarbonato se midié enumerando aquellas que
.pasan a través ya sea directamente por conteo Coulter o indirectameunte
mediante el uso de un ensayo de visbilidad colorimétrico midiendo la
penetracién de una sal de tetrazolo mediante Ia cadena respiratoria
mitocondrial (Scudiero D.A. y otros 1988, Céncer Res., 48, 4827-4833).

Los quimioatrayentes se introdujeron dentro de una placa de 96
orificios microtitulada que forma el orificio inferior de una cémara de
quimiotaxis ajustada con una membrana de filtro de estructura de adhesivo
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de policarbonato libre de PVP de 5 pym de tamafio de poros (serie
NeuroProbe MB, Cabin Joln, MD 20818, USA) de acuerdo con Ias
instrucciones del fabricante. El quimioatrayente se diluyé como fue
apropiado en un medio de cultivo sintético de células, RPMI 1640 (Gibco)
o suplementado con 2 mM glutamina y 0.5% BSA, o alternativamente con
HBSS con Ca * y*Mg* sin Fenol Rojo (Gibco) més 0,1% BSA. Cada
dilucién se desgasificé bajo vacio durante 30 minutos y se colocd (400 ul)
en los orificios mis inferiores de la cAmara y THP-1 células (5 x 10° en
100 pl RPMI 1640 + 0,5%BSA) se incubaron en cada orificio de la
camara superior. Para 1a inhibicién de ]a quimiotaxis el quimioatrayente se
mantivo 8 una concentracién constante- submixima  determinada
prevismente (1 nM MCP- 1) y se agregt al orificio inferior conjuntamente
con los compuestos de prueba disueito en DMSO (concentracién final de
DMSO < 0.05% v/v) a concentraciones variables. La camara se incub6
" durante 2 h a 37°C bajo 5§ % CO;. El medio se retiré de los orificios
superiores los cuales se lavaron entonces con 200 pl de salina fisiologica
antes de abrir la cdmara, enjuagando en seco la superficie de la membrana
y centrifugando la placa de 96 orificios a 600 g durante 5 minutos para
cosechar las células. El sobrenadante (150 pl) se aspiré y 10 pl de
reactivo de proliferacién de células, WST-1,{4-[3-(4-iodofenil)-2-(4-
nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-fenil disulfonato} mas un reactivo de
acoplamiento de electrones (Boehringer Mannheim, Cat.no. 1644 807) se
agregd nmuevamente a los orificios. La placa se incub6 a 37°C durante 3 h y
la absorbancia del producto soluble formazan se ley6 sobre un lector de
placa de microtitulo a 450 nm. Los datos se entraron en una hoja de
amplitud, se corrigieron para cualquier migracién al azar en susencia de
quimioatrayente y los valores promedio de absorbancia, error estdndar de
la media, y pruebas de significacién se calcularon. hMCP-1 indujo la



concentracién dependiente de migracién de células con una respuesta
bifisica caracteristica, maxima 0,5 a 1,0 nm.

En una forma alternativa del anterior ensayo, las células atraidas de
florescencia pueden utilizarse con el fin de ayudar en la deteccion de
punto final, En este caso, las células THP-1 células utilizadas son atraidas
en florescencia mediante incubacién in presencia de SmM de calceina AM
(Glycine, N,N'-[[3',6"-bis(acetyloxy)-3-oxospiro[isobenzofuran-1(3H),9-
[9H]xanthene]-2',7'-diyl]bis(metileno)] bis[N-[2-[(acetiloxi)metoxi]-2-oxo-
etil]]-bis[(acetiloxi)metil] éster; Sondas Moleculares) durante 45 minutos
en la oscuridad. Las células se cosechan mediante centrifugacién y se
resuspenden en HBSS (sin fenol Rojo) con Ca** , Mg?* y 0.1% BSA. 50ul
(2 x 10° células) de 1a suspensién de células se colocan sobre el filtro
encima de cada orificio y, como arriba, la unidad se incuba a 37°C durante
2 horas bajo 5% CO”. Al final de la incubacién, las células se lavan fuera
de ila cara superior del filtro con salina amortiguada de fosfato, el filtro se
retira de la placa y el nimero de células atraidas ya sea al lado inferior del
filtro o el orificios inferior estimado leyendo la florescencia a 485 nm de
excitacion, 538 nm de emisién de longitudes de onda (finax, Dispositivos
Moleculares). Los datos se entraron en una hoja de amplitud, se
corrigiecron para cualquier migracibn al azar en ausencia de
quimioatrayente y los valores promedios de florescencia, error estindar de
la media, porcentaje de inhibicién e ICsy de los compuestos bajo prucba y
pruebas de significacién se pueden calcular. Adicionalmente a quimiotaxis
inducida por MCP-1, esta forma alternativa del ensayo se utiliz6 también
para medir 1a inhibicién de quimiotaxis inducida por RANTES (2nM).
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1.  Uncompuesto de la férmula (I):

donde:
R! es hidrogeno, halo o metoxi;
R? es hidrégeno, halo, metil, etil o metoxi;
R? es un grupo halo o un grupo triflucrometil;
R* es un grupo halo o un grupo triflucrometil;
R? es hidrégeno o halo;
R® es hidrégeno o halo;
teniendo en cuenta que cuando R® y R® son ambos hidrégeno, y uno de R?
o R* es cloro o fltior, entonces el otro no es cloro o flior;
o una sal farmacéuticamente aceptable o prodroga de él.

2.  Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, donde en
Ia formula (1): |
R' es hidrogeno, fluoro o cloro;
R? es hidrdgeno, cloro, bromo, iodo o metoxi;
R? es fldor, cloro, bromo, iodo;
R* es trifluorometil;
R’ y R® son hidrdgeno.



3.  Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, donde en
la férmula (I):
R! es hidrogeno, fluoro o cloro;
R? es hidrégeno, cloro, bromo, iodo o metoxi;
R? es trifluorometil; '
R* es':ﬂﬁo_r, cloro, bromo o iodo;
R? y R® are hidrogeno.

4 Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, donde en
Ia formula (T):
R* es hidrégeno, fluoro o cloro;
R? es hidrégeno, cloro, bromo, iodo 0 metoxi;
R? y R* son ambos halo, especialmente fhior, cloro o bromo,
o uno de R* y R* es cloro y el otro de R y R* es fluoro;
uno o ambos de R* y RE es halo.

5.  Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 el cual es
un compuesto de la férmula (IA):




P

dondeR’,R’yR‘soncomosedeﬁnidenla-reivindicac-ién 1, o una sal
farmacéuticamente aceptable o prodroga de él

6.  Uncofnpuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 el cual es
cualquiera de los siguientes:
N-(3-trifluorometil-4-clorobencil)-5-hidroxiindole-2-4cido carboxilico;
N-(3-fluoro-4-triffuorometilbencil)-5-hidroxiindole-2-4cido carboxflico;
N-(3-cloro-4-trifluorometilbencil}-5-hidroxiindole-2-4cido carboxlilico;
N<(3-bromo-4-clorobencil)-5-hidroxiindole-2-dcido carboxilico;
N-(3-fluoro-4-bromobencil)-5-hidroxiindole-2-dcido carboxilico;
N-(3-bromo-4-fluorobencil)-5-hidroxiindole-2-dcido carboxilico;
N-(3-trifluorometil-4-fluorobencil)-4-fluoro-5-hidroxiindole-2-dcido
carboxilico; .
N-(3-trifluorometil-4-clorobencil)-4-fluoro-S-hidroxiindole-2-dcido
carboxilico;
N-(3-trifluorometil-4-fluorobencil)4,6-diflucro-5-hidroxiindole-2-4cido
carboxilico;

N-(3, 4-clorobencil)-4,6~dicloro-5-hidroxiindole-2-écido carboxilico;
N-(3-trifluorometil-4-fluorobencil)-3-bromo-5-hidroxiindole-2-cido
carboxilico,
N-(3-triflucrometil-4-clorobencil)-3-bromo-5-hidroxiindole-2-&cido
carboxilico; _
N-(3-cloro-4-~trifluorometilbencil)-3-bromo-5-hidroxiindole-2-gcido
carboxilico;
N-(3-fluoro-4-trifluorometilbencil)-3-cloro-5-hidroxiindole-2-4cido
carboxilico; '



i
N-(3-fluoro-4-trifluorometilbencil)-3-iodo-5-hidroxiindole-2-dcido
carboxilico;
N-(3-triflucrometil-clorobencil)-3-metoxi-5-hidroxiindole-2-dcido
carboxflico;
N-(3-trifluorometil4-fluorobencil)-5-hidroxi-6-cloroindole-2-dcido
carboxdlico,  °
N-(3-trifluorometil-4~clorobencil)-5-hidroxi-6-cloroindole-2-4cido
carboxilico;
N-(3-trifluorometil-4-clorobencil)-5-hidroxi-7-fluoroindole-2-dcido
carboxilico;
N~(3-trifluorometil-4-clorobencil)-5-hidroxi-6-bromoindole-2-4cido
carboxilico;
NN-(3,4-diclorobencil)-5-hidroxi-6-bromoindole-2-dcido carboxilico;
N-(3-triftuorometil-4clorobencil)-5-hidroxi-6-flucroindole-2-4cido
carboxflico;
N+(3,4-diclorobencil)-5-hidroxi-6-fluoroindole-2-dcido carboxilico;
N-(3,4-diclorobencil)-5-hidroxi-6-cloroindole-2-dcido carboxilico;
N-(3-trifluorometil-4-clorobencil)}-4-cloro-5-hidroxiindole-2-4cido
carboxilico;
N-(3-trifluorometil-4-clorobencil)-4,6-dicloro-5-hidroxiindole-2-dcido
carboxilico;
. NN~(3-triflucrometil-4-clorobencil)-5-acetoxyindole-2-4cido ~ carboxilico
(prodroga de N~<(3-triflucrometil-4-clorobencil)-5-hidroxiindole-2-dcido
carboxilico).

7.  Un proceso para preparar un compuesto de acuerdo con la
reivindicacién 1 o una sal farmacéuticamente aceptable o prodroga de él,
cuyo proceso comprende: '

(a8) reaccionar un compuesto de la férmula (II):



donde R', R%, R® y R® son tal como se defini6 en la reivindicacién 1, R" es
carboxi 0 uma forma protegida de él, y kb es hidrégeno o un adecuado
grupo de proteccién hidroxi, con a compuesto de la férmula (I1T):

R3

{m)

donde R® y R* son tal como se defini6 en la reivindicacién 1 y L es un
grupo desplazable; '
y opcionalmente posteriormente:

(b) (i) convertir un compuesto resultante de la férmula (I)
en otro compuesto de la fsrmula (I);

(ii) retirar cualesquiera grupos de proteccién; o

(iti) formar una sal farmacéuticamente aceptable o
prodroga de él.



8. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6 o una sal farmacéuticamente aceptable o prodroga
de él, para utilizacién en un método de tratamiento del cuerpo humano o
animal mediante terapia.

9. Unéompuestodeacuerdoconmcualquimdelas
reivindicaciones 1 a 6 o una sal farmacéuticamente aceptable o prodroga
doe él, para uso como medicamento.

10. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 9, que es
para uso como un medicamento para antagonisar un efecto mediado de
MCP-1 en un animal de sangre caliente.

11. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o una sal
fnrmncéuﬁcamenteaceptableomdrogadeella,aqociaciﬁnconun
excipieate o portador farmacéuticamente aceptable.

~12. Eluso de un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6 o una sal farmacéuticamente aceptable o prodroga
de éL, en la fabricacién de un medicamento para uso en antagonisar un
efecto mediado de MCP-1 en un animat de sangre caliente.

. &< 13. Un método de tratar enfermedades inflamatorias que
comprende administrar a un huésped en necesidad de dicho tratamiento un
compuesto de acuerdo con cualquiera de Ias reivindicaciones 1 a 6 o una
sal farmacéuticamente aceptable o prodroga de él, o una composicion
farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 11.
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C'14.  Un método de antagonjaar un efecto mediado por MCP-1 en
un animal de sangre caliente en necesidad de dicho tratamiento que
comprende administrar a dicho animal una cantidad efectiva de un
compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o una
sal farmacéuticamente aceptable o prodroga de él, o una composicién
farmacéutica de aciierdo con la reivindicacién 11.



EXTRACTO J

Un compuesto de 1a formula (I): dpbkc]

donde:

R! es hidrogeno, halo o metoxi;

R? es hidrogeno, halo, metil, etil o metoxi;

R? es un grupo halo o un grupo triflucrometil;

R4 es un grupo halo o un grupo trifluorometil;

R? es hidrogeno o halo;

RS es hidrégeno o halo;

teniendo en cuenta que cuando R* y R® son ambos hidrégeno, y uno
de R? o R* es cloro o flior, entonces el otro no es cloro o flior; o una sal

farmacéuticamente aceptable o prodroga de éL

Estos compuestos tienen Gtil actividad para el tratamiento de
enfermedades inflamatorias, especificamente en antagonisar un efecto
mediado de MCP-1 en un animal de sangre caliente tal como un ser
hymano.
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Doctor

RAMIRO CASTRO DUQUE

Apoderado

REFERENCIA: Radicacién No. 01-2379
Trémite 002
Evento 001
Actuacién 430
Oficio No. 1180
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decisién
486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se le comunica que:

- Debe modificar el titulo, debido a que debe definir en forma breve y precisa el objeto de la hvencién y estar
acorde con la descripcion y las reivindicaciones.

- Debe ellegar el poder otorgado al abogado que aparece en la solicitud como apoderado, con el lleno de los
requisitos exigidos en el Codigo de Procadimiento Civil. Adicionalments, debeni presentar el documento que
ecredita la existencla y representacion legal de la socladad solicitante.

- Debe allegar copia del documento en que consta la ceslién del derecho a |a patente otorgado por el inventar
al solicitante o a su causante (art. 26-k,Dac 486/2000).

- Debe indicarse el lugar de constitucién de la sociedad solicitante (Art. 27-c, D 486/00).

- El interesado debe Informar la direccidn del sdlicitante, debido a que an e petitorio no aparece la misma.
(Art. 27-h, D 486/00).

En cumplimiento del articulo 39 de la Decisién 486 de la Comision de la Comunided Andina, se
le requiere para que dentro del término de dos (2) meses siguientes a la fecha de notificacién del
presente oficlo, complete ios requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar
cumplimiento al presente requerimiento, [a solicitud se considerard abandonada y perderd su
prelacién.

Natifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el articulo 8 de la Resolucién
enero del 2001.

Jofe de la Diyfsién de Nuevas Creaciones 19 ARR. 2601

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840

Fax: 382 2695
E-mail: info@sic.gov.co
Bogotd, D.C., Colombia
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