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RAMIRO CASTRO DUQUE, vecino de Bogota, portador de la tarjeta
profesional No. 1003, obrando como apoderado de la Sociedad AstraZeneca
AB, segun lo acredita el documento de Poder presentado en esa Division,
para dar cumplimiento al requerimiento notificado por fijacién en lista el 19
de Abril de 2001, y de acuerdo con los articulos 38 y 39 de la Decision 486
de la Comisién de la Comunidad Andina, me permito anexar al presente
escrito los siguientes documentos:

1. Nuevo titulo, acorde con la descripcidn y reivindicaciones, de acuerdo
con lo solicitado.

2. Documento de poder con cesién del derecho a la Patente otorgado
por los inventores, debidamente legalizado y autenticado ante Consul
Colombiano, y autenticado ante el Ministerio de Relaciones Exteriores
junl6 con su comespondiente traduccidn oficial al espafiol,
debidamente avalada por el Ministerio de Relaciones Exteriores.

3. La direccion del solicitante es: S-151 85 Sddertalje, Suecia. El lugar
de constitucién del solicitante es Suecia.

4. BExtracto para publicacion, Tarjeta de Archivo Temético y Tarjeta de
propietarios con el nuevo tltulo.
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Del sefior Jefe atentamente,
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Santafé de Bogot4, Junio 05, 2001
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1. Un compuesto de lalférmula (1):

™
donde:
I!.I es hidrbgeno, halo o metoxi;
RZ es hidrégeno, halo, metil, etil o
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R3 es un grupo halo o0 un grupo
trifluorometil;

Continda al respaldo

N1 AstraZeneca AB, Sodertalje, Suecia

REDUCTASA Y UNA SAL INORGANICA DORNDE EL' CATION ES MULTIVALENTE

5 TITULO COMPOSICIONES FAMRACEUTICAS QUE COMPRENDE UN INHIBIDOR DE HME CoA

CORTAR POR AQUI



*19 9p wboapoud

0 a|qejdsde aJjuaumd|Ioemwde) |BS eun O
*Jdonls

0 0JO[D SO Ou 0430 |3 S3aduojua ‘Jopi) O
040[2 S em 0 nz 3p oun £ ‘‘ouaboaply soque
uos oy A Y opuend 3anb vjuUaND UI OpUILUA)
sojey o ouabgupiy se uz

foley 0 ouabgJdpiy so mz

L |jswo.on] |43

odnuf un o ojey odnub un SO "



EXTRACTO FARA PUBLICACION
SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION

DELEGATURA PROPIEDAD INDUSTRIAL

(21) No. SOLICITUD: 01 002.379 (51) INT.CL.:

(22) FECHA DE

PRESENTACION: 01-01-15 (71) SOLICITANTE:

(30) PRIORIDAD: AstraZeneca AB
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(54) TITULO: COMPOSICIONES FARMACEUTICAS QUE COMPRENDEN UN INHIBIDOR DE HMG CoAF

1’!L-f REDUCTASA Y UNA SAL INORGANICA DONDE El CATION ES MULTIVALENTE
(57) RESUMEN:

1. Un compuesto de 1a férmula (I):

donde:

R] es hidrdgeno, halo o metoxi;

Rz es hidrSgeno, halo, metil, etil o metoxi;

R3 es un grupo halo o un grupo trifluorometil;

R" es un grupo halo o un grupo trifluorometil;

R® es hidrdgeno o halo;

g6 es hidrdgeno o halo;

teniendo en cuenta que cuando R5 y R6 son ambos hidrbogeno, y uno de R3 o R4 es
cloro o fllior, entonces el otro no es cloro o fllor;

0 una sal farmacéticamente aceptable o prodroga de &1.

Ii
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The Patent Office
Concept House
Cardiff Road
Newport

South Wales
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[, the undersigned, being an officer duly authorised in accordance with Section 74(1) and (4)
of the Deregulation & Contracting Out Act 1994, to sign and issue certificates on behalf of the
Comptroller-General, hereby certify that annexed hereto is a true copy of the documents as
originally filed in connection with the patent application identified therein.

| also certify that by virtue of an assignment registered under the Patents Act 1977, the
application is now proceeding in the name as substituted.

In accordance with the Patents (Companies Re-registration) Rules 1982, if a company named
in this certificate and any accompanying documents has re-registered under the Companies Act
1980 with the same name as that with which it was registered immediately before re-
registration save for the substitution as, or inclusion as, the last part of the name of the words
"public limiled company” or their equivalents in Welsh, references to the name of the company
in this certificate and any accompanying documents shall be treated as references to the name .-
with which it is so re-registered.

In accordance with the rules, the words "public limited company” may be replaced by p.l.c.,
ple. P.L.C. or PLC. )

Re-registration under the Companies Act does not constitute a new legal entity but merely
subjects the company to certain additional company law rules.

—

Dated 24 NOV 2000

An Exccutive Agency of the Department of Trade and Industry
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CHEMICAL COMPOUNDS

The present invention relates to anti-inflammatory compounds that act via antagonism
of the CCR2 receptor, (also known as the MCP-1 receptor), leading inter alia to inhibition of
Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1). These compounds contain an indole moiety.
The invention further relates to pharmaceutical compositions containing them, processes for
their preparation, intermediates useful in their preparation and to their use as therapeutic
agents.

MCP-1 is a member of the chemokine family of pro-inflammatory proteins which
mediate leukocyte chemotaxis and activation. MCP-1 is a C-C chemokine which is one of the
most potent and selective T-cell and monocyte chemoattractant and activating agents known.
MCP-1 has been implicated in the pathophysiology of a large number of inflammatory
diseases including rheumatoid arthritis, glomerular nephritides, lung fibrosis, restenosis
(Intemnational Patent Application WO 94/09128), alveolitis (Jones et al., 1992, J. Immunol.,
149, 2147) and asthma. Other disease areas where MCP-1 is thought to play a part in their
pathology are atherosclerosis (e.g. Koch et al., 1992, J. Clin. Invest., 90, 772 -779), psoriasis
(Deleuran et al., 1996, J. Dermatological Science, 13,. 228-236), delayed-type
hypersensitivity reactions of the skin, inflammatory bowel disease (Grimm et al., 199"6.

J. Leukocyte Biol., 59,. 804-812), multiple sclerosis and brain trauma (Berman et al, 1996,
J. Immunol., 156,. 3017-3023). An MCP-1 inhibitor may also be useful to' treat stroke,
reperfusion injury, ischemia, myocardial infarction and transplant rejection.

MCP-1 acts through the CCR2 receptor. MCP-2 and MCP-3 may also act, at least in
part, through this receptor. Therefore in this specification, when reference is made to _
“inhibition or antagonism of MCP-1" or “MCP-1 mediated effects” this includes inhibition or
antagonism of MCP-2 and/or MCP-3 mediated effects when MCP-2 and/or MCP-3 are acting
through the CCR2 receptor.

The applicants have found a class of compounds containing an indole moiety which
have useful inhibitory activity against MCP-1. Co-pending application UK 9716657.3
discloses a qlass of indoles with MCP-1 inhibitory activity. This application is based on the
surprising discovery that particular substituted S-hydroxy indoles are MCP-1 ‘inhibitors which
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possess unexpected and beneficial properties with respect to potency and/or blood levels
and/or bioavailability and/or solubility.

Accordingly, the present invention provides a compound of the formula (I):

RI
HO R’
|
R N COH
Re R?
5 R
Y
wherein:
R' is hydrogen, halo or methoxy;
R? is hydrogen, halo, methyl, ethyl or methoxy;
10 R’ is a halo group or a trifluoromethyl group;
R’ is a halo group or a trifluoromethy! group;
R’ is hydrogen or halo;
R® is hydrogen or halo;
provided that when R* and R* are both hydrogen, and one of R’ or R* is chloro or
15 fluoro, the other is not chloro or fluoro;

or a pharmaceutically acceptable salt or prodrug thereof,

In this specification the term “alkyl” includes both straight and branched chain alkyl
groups but references to individual alkyl groups such as “propyl” are specific for the straight
chain version only. The term “halo™ refers to fluoro, chloro, bromo and iodo.

20 Suitable examples of R' are hydrogen, fluoro, chloro, bromo, iodo or methoxy.
Preferably R' is hydrogen, fluoro or chloro, and most prefersbly R’ is hydrogen.
Particular examples of R? are hydrogen, fluoro, chloro, bromo, iodo, methyl, ethyl or
methoxy. Suitably R? is hydrogen, chloro, bromo, iodo or methoxy, and preferably R? is
hydrogen.
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In one embodiment, R* and R* are both hydrogen. In this case, when R* is
trifluoromethyl, R’ is suitably a chloro, fluoro, bromo or iodo group, preferably a chioro,
fluoro or bromo group, and most preferably chloro or fluoro.

Alternatively, where R’ and R® are both hydrogen, R? is trifluoromethyl, and R* is halo

5 such as fluoro, chloro, bromo or iodo, and preferably chloro or fluoro and most preferably
chloro.

Similar combinations of R’ and R* may apply where at least one of R® and R® is other
than hydrogen, but in this case, R? and R* are suitably both halo such as fluoro, chloro, bromo
and iodo, preferably fluoro, chloro o;' bromo, and most preferably fluoro or chloro. Particular

10 examples are cases where R’ and R* are both chloro, or R? and R* are both fluoro. A further
altemative is one in which one of R? or R* is chloro and the other is fluoro.

Suitably R’ is hydrogen, fluoro, chloro or bromo, and preferably R? is hydrogen.

Suitably R¢ is hydrogen, fluoro, chloro or bromo, preferably R® is hydrogen or fluoro,

and most preferably hydrogen.

15 In a preferred aspect of the invention there is provided a.compound of formula (IA):
Rl
RZ
HO | XN
=
N~ “COH
CF,
R*
(1A)

or a pharmaceutically acceptable salt or prodrug thereof, wherein R', R? and R* are as defined
above. Preferably R' and R? are hydrogen. Preferably R* is chloro or fluoro.
20 Preferred compounds of the invention include any one of the compounds prepared in

the Examples, which are summarised in Table 1.
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The invention further relates to all tautomeric forms of the compounds of formula (I).

It is also to be understood that certain compounds of the formula (I) can exist in
solvated as well as unsolvated forms such as, for example, hydrated forms. It is to be
understood that the invention encompasses all such solvated forms.

Compounds of formula (I) are inhibitors of monocyte chemoattractant protein-1. In
addition, they appear to inhibit RANTES induced chemotaxis. RANTES (Regulated upon
Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted) is another chemokine from the same
family as MCP-1, with a similar biological profile, but acting though the CCR1 receptor. As a
result, these compounds can be used to treat disease mediated by these agents, in particular
inflammatory disease. '

Suitable pharmaceutically acceptable szlts of compounds of formula (I) include base
salts such as an alkali metal salt for example sodium, an alkaline earth metal salt for examp!le
calcium or magnesium, an organic amine salt for example triethylamine, morpholine,
N-methylpiperidine, N-ethylpiperidine, procaine, dibenzylamine, N,N-dibenzylethylamine or
amino acids for example lysine. In another aspect, where the compound is sufficiently _basic,
suitable salts include acid addition salts such as methanesulphonate, fumarate, hydrochloride,
hydrobromide, citrate, maleate and salts formed with phosphoric and sulphuric acid. There
may be more than one cation or anion depending on the number of charged functions"and the
valency of the cations or anions. A preferred pharmaceutically acceptable salt is a sodium salt.

Various forms of prodrugs are known in the art. For examples of such prodrug
derivatives, see:
a) Design of Prodrugs, edited by H. Bundgaard, (Elsevier, 1985) and Methods in
Enzymology, Vol. 42, p. 309-396, edited by K. Widder, et al. (Academic Press, 1985);
b) A Textbook of Drug Design and Development, edited by Krogsgaard-Larsen and
H. Bundgaard, Chapter 5 “Design and Application of Prodrugs”, by H. Bundgaard
p- 113-191 (1991);
c) H. Bundgaard, Advanced Drug Delivery Reviews, §, 1-38 (1992);
d) H. Bundgaard, et al., Journal of Pharmaceutical Sciences, 77, 285 (1988); and
e) N. Kakeya, et al., Chem Pharm Bull, 32, 692 (1984).

Examples of such prodrugs are in vive cleavable esters of a compound of the

invention. An in vivo cleavable ester of a compbund of the invention containing a carboxy
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group is, for example, a pharmaceutically-acceptable ester which is cleaved in the human
or animal body to produce the parent acid. Suitable pharmaceutically-acceptable esters for
carboxy include C, (alky!l esters, for example methyl or ethyl; C, ,alkoxymethyl esters, for
example methoxymethyl; C, ,alkanoyloxymethy! esters, for example pivaloyloxymethyl;
phthalidyl esters; C, ,cycloalkoxycarbonyloxyC, ,alkyl esters, for example
1-cyclohexylcarbonyloxyethyl; 1,3-dioxolan-2-ylmethyl esters, for example
5-methyl-1,3-dioxolan-2-ylmethyl; C, ,alkoxycarbonyloxyethyl esters, for example
1-methoxycarbonyloxyethyl; aminocarbonylmethyl esters and mono- or di- N~(C, ,alkyl)
versions thereof, for example N,N-dimethylaminocarbonylmethyl esters and
N-ethylaminocarbonylmethy! esters; and may be formed at any carboxy group in the
compounds of this invention. An in vivo cleavable ester of a compound of the invention
containing a hydroxy group is, for example, a pharmaceutically-acceptable ester which is
cleaved in the human or animal body to produce the parent hydroxy group. Suitable
pharmaceutically acceptable esters for hydroxy include C, ,alkanoyl esters, for example
acetyl esters; and benzoyl esters wherein the phenyl group may be substituted with
aminomethyl or N- substituted mono- or di- C, ;alkyl aminomethyl, for example
4-aminomethylbenzoy! esters and 4-N,N-dimethylaminomethylbenzoyl esters.

Further examples of such prodrugs are in vivo cleavable amides of a compoun;l of the
invention. Examples of such in vivo cleavable amides include an N-C, jalkylamide and an
N,N-di-(C, salkyl)amide such as N-methyl, N-ethyl, N-propyl, N,N-dimethyl,
N-ethyl-N-methyl or N,N-diethylamide.

Another aspect of the present invention provides & process for preparing a compound
of formula (I) or a pharmaceutically acceptable salt or prodrug thereof which process
comprises: '

a) reacting compounds of formula (II):
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RS
(I
where R, R?, R* and R® are as defined in relation to formula (I), R®is carboxy or a protected

form thereof, and R" is hydrogen or a suitable hydroxy protecting group, with a compound of
5 formula (III):

R3

R4
(1I1)
where R? and R’ are as defined in relation to formula () and L is a displaceable group';
and thereafter if necessary:
10 i) converting a compound of the formula (I) into another compound of the formula (I);
ii) ren;oving any protecting groups; or
iii) forming a pharmaceutically acceptable salt or prodrug thereof.
Suitable values for L are for example, a halogeno or sulphonyloxy group, for example
a chloro, bromo, methanesulphonyloxy or toluene-4-sulphonyloxy group.

15 Compounds of formula (II} and (IIX) are suitably reacted together in an inert organic
solvent such as N,N-dimethylformamide, dichloromethane or acetonitrile in the presence of a
base such as sodium hydroxide, sodium hydride or potassium carbonate. Suitably the reaction
is effected in the presence of a phase transfer catalyst such as tetra-n-butylammonium
hydrogensulphate. Reaction times may range for 1-6 hours preferably for 1-3 hours.

20 Moderate temperatures for example of 15-30°C, preferably 20-25°C are employed.

Compounds of formula (I) may be commercially available, or they may be made by
modification using known processes of commercially available compounds of formula (II).

In particular, they may be prepared by reacting a compound of formula (IV):
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R® R
|
0 Me
+0
N
RS I .
R8 0
(rv)
where R', R®, R® and R®is as defined above with a compound of formula (V)
0
&, )k(( On e
(0]
v)

where R® and R® are independently selected from C,_alkyl.

Compounds of formula (IV) and (V) are suitably reacted together under Reissert
reaction conditions such as in an inert solvent (such as tetrahydrofuran), in the presence of a
base (such as potassium ethoxide), at a temperature range of 15-30°C preferably 20-25°C, for
10-20 hours preferably 15-17 hours. The resulting compound is isolated and dissolved in an
alcohol such as ethanol and an organic acid (such as acetic acid) and a transition metal catalyst
(such as 10% Pd/C) and cyclohexene is added. The mixture may then be heated at a
temperature of 60-120°C preferably at 70-90°C for 15-25 hours preferably 16-20 hours to
give a compound of formula (II) wherein R" is -CO,R".

R® and R* are suitably C, jalkyl, preferably methyl or ethyl.

Alternatively, compounds of formula (II) can be prepared by reacting a compound of
formula (VI):

R® R
|
0
N
RS H
Rﬁ
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where R', R¥, R® and R® are as defined above, with 2 compound of formula (VII):

o]
/UTO‘R"
0
(VID)
where R*is C,_alkyl.
5 Suitably R is C,_alkyl, preferably methyl or ethyl.

Compounds of formula (VI) and (VII) are suitably reacted together under Fischer
conditions such as with an organic acid (such as acetic acid), in an alcohol (such as ethanol),
at a temperature of 60-90°C, preferably 75-85°C, for 1-5 hours, preferabiy 1-3 hours. The
resulting compound is mixed with a strong acid (such as polyphosphoric acid) and heated at

10 90-150°C preferably 100-120°C, for 0.5-4 hours, preferably 0.5-2 hours to give a compound
of formula (IT) in which R? is hydrogen. Then, if desired, R? can be optionally converted into
another value of R* as defined in formula (I) using techniques known in the literature.

In a preferred alternative, compounds of formula (II) are obtained by cyclisation of a
compound of formula (VIII)

15

(v
where R!, R, R® and R? are as defined above.
Cyclisation may be effected by refluxing the compound in an organic solvent such as
20 xylene., Compounds of formula (VIII) are suitably prepared by reacting a compound of
formula (IX)
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where R', R? and R® are as defined above, with 2 compound of formula (X)

N7

3
x)
where R’ is as defined above. The reaction is suitably effected in an organic solvent such as
an alcohol, in particular methanol, in the presence of a base such as an alkali metal alkoxide,
in particular sodium methoxide. Moderate temperatures of from -30 to 20°C are suitably
employed.
In yet a further modification, compounds of formula (II) are prepared by cyclisation of

a compound of formula (XI)

R® R ‘
0
§cor
RS N %—cozns
RS

04

where R'and R® are as defined above, R’ is alkyl, such as methyl, and R! is a carboxy
protecting group such as aikyl, in particular methyl.
Cyclisation is suitably effected under Japp Klingemann conditions, by warming a

solution of the compound in an organic solvent such as toluene and a suitable acid, such as p-

20 toluene sulphonic acid.

Compounds of formula (XI) are suitably prepared by reacting a compound of formula
(XID)




10

15

20

25

A

00-002

-1]1-
R® R
0
RS NH,
RB
(XI)

where R', R®, R* and R® are as defined above, with a compound of formula (XIII)

COR?
O,R®

(X111)
where R’ and R* are as defined in relation to formula (XI). The compound of formula (XII) is
suitably dissolved in a dilute acid such as 1.5N-HCI in the presence of a nitrite such as sodium
nitrite at moderately low temperatures from -30 to 0°C, preferably -5°C.

This solution is then mixed with a solution of a compound of formula (XIII) in an
organic solvent such as ethanol, in the presence of a solution of a base such as an alkali metal
hydroxide, for example aqueous sodium hydroxide solution. ’

Compounds of formula (II1), (IV), (V), (VI), (VII), (IX), (X) and (XII) are known or
commercially available or are prepared by processes known in the art by standard
manipulation of commercially available or known materials.

It will also be appreciated that in some of the reactions mentioned herein it may be
necessary/desirable to protect any sensitive groups in the compounds. The instances where
protection is necessary or desirable and suitable methods for protection are known to those
skilled in the art. Thus, if reactants include groups such as carboxy or hydroxy it may be
desirable to protect the group in some of the reactions mentioned herein.

A suitable protecting group for a hydroxy group is, for example, an acyl group, for
example an alkanoyl group such as acetyl, an aroyl group, for example benzoyl, or an
arylmethyl group, for example benzyl. The deprotection conditions for the above protecting
groups will necessarily vary with the choice of protecting group. Thus, for example, an acyl
group such as an alkanoyl or an aroyl group may be removed, for example, by hydrolysis with
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a suitable base such as an alkali metal hydroxide, for example lithium or sodium hydroxide.
Alternatively an arylmethy! group such as a benzyl group may be removed, for example, by
hydrogenation over a catalyst such as palladium-on-carbon.

A suitable protecting group for a carboxy group is, for example, an esterifying group,
for example a methyl or an ethyl group which may be removed, for example, by hydrolysis
with a base such as sodium hydroxide, or for example a ¢-butyl group which may be removed,
for example, by treatment with an acid, for example an organic acid such as trifluoroacetic
acid, or for example a benzyl group which may be removed, for example, by hydrogenation
over a catalyst such as palladium-on-carbon.

The protecting groups may be removed at any convenient stage in the synthesis using
conventional techniques well known in the chemical art.

Some of the intermediates described hersin may be novel, for example intermediates
of the formula (II), and as such they are provided as a further feature of the invention.

When a pharmaceutically-acceptable salt of 2 compound of formula (I) is required, it
may be obtained, for example, by reaction of said compound with the appropriate acid (which
affords a physiologically acceptable anion), or with the appropriate base (which affords a
physiologically acceptable cation), or by any other conventional salt formation procedure.

According to a further aspect of the invention there is provided a pharmaceutical
composition which comprises a compound of the formula (I) as defined hereinbefore or a
pharmaceutically acceptable salt or prodrug thereof, in association with a pharmaceutically
acceptable excipient or carrier.

The compositions of the invention may be in a form suitable for oral use {(for example
as tablets, lozenges, hard or soft capsules, aqueous or oily suspensions, emulsions, dispersible
powders or granules, syrups or elixirs), for topical use (for example as creams, ointments,
gels, or aqueous or oily solutions or suspensions), for administration by inhalation (for
example as a finely divided powder or a liquid aerosol), for administration by insufflation (for
cxample as a finely divided powder) or for parenteral administration (for example as a sterile
aqueous or oily solution for intravenous, subcutaneous, intramuscular or intramuscular dosing
or as a suppository for rectal dosing).

The compositions of the invention may be obtained by conventional procedures using

conventional pharmaceutical excipients, well known in the art. Thus, compositions intended
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for oral use may contain, for example, one 6r more colouring, sweetening, flavouring and/or
preservative agents.

Suitable pharmaceutically acceptable excipients for a tablet formulation include, for
example, inert diluents such as lactose, sadium carbonate, calcium phosphate or calcium
carbonate, granulating and disintegrating agents such as corn starch or algenic acid; binding
agents such as starch; lubricating agents such as magnesium stearate, stearic acid or talc;
preservative agents such as ethyl or propy! p-hydroxybenzoate, and anti-oxidants, such as
ascorbic acid. Tablet formulations may be uncoated or coated either to modify their
disintegration and the subsequent abéorption of the active ingredient within the
gastrointestinal track, or to improve their stability and/or appearance, in either case, using
conventional coating agents and procedures well known in the art.

Compositions for oral use may be in the form of hard gelatin capsules in which the
active ingredient is mixed with an inert solid diluent, for example, calcium carbonate, calcium
phosphate or kaolin, or as soft gelatin capsules in which the active ingredient is mixed with
water or an oil such as peanut oil, liquid paraffin, or olive oil.

Aqueous suspensions generally contain the active ingredient in finely péwdered form
together with one or more suspending agents, such as sodium carboxymethylcellulose,
methylcellulose, hydroxypropylmethylcellulose, sodium alginate, polyvin)}l-pmolidbne, gum
tragacanth and gum acacia; dispersing or wetting agents such as lecithin or condensation
products of an alkylene oxide with fatty acids (for example polyoxyethylene stearate), or
condensation products of ethylene oxide with long chain aliphatic alcohols, for example
heptadecaethyleneoxycetanol, or condensation products of ethylene oxide with partial esters
derived from fatty acids and a hexitol such as polyoxyethylene sorbitol monooleate, or
condensation products of ethylene oxide with long chain aliphatic alcohols, for example
heptadecaethyleneoxycetanol, or condensation products of ethylene oxide with partial esters
derived from fatty acids and a hexitol such as polyoxyethylene sorbitol monooleate, or
condensation products of ethylene oxide with partial esters derived from fatty acids and
hexitol anhydrides, for example polyethylene sorbitan monooleate. The aqueous suspensions
may also contain one or more preservatives (such as ethyl or propyl p-hydroxybenzoate,
anti-oxidants (such as ascorbic acid), colouring agents, flavouring agents, and/or sweetening

agents (such as sucrose, saccharine or aspartame).



10

15

20

25

30

00-002

-14 -

Qily suspensions may be formulated by suspending the active ingredient in a vegetable
oil (such as arachis oil, olive oil, sesame oil or coconut oil) or in a mineral oil (such as liquid
paraffin). The oily suspensions may also contain a thickening agent such as beeswax, hard
paraffin or cetyl alcohol. Sweetening agents such as those set out above, and flavouring agents
may be added to provide a palatable oral preparation. These compositions may be preserved
by the addition of an anti-oxidant such as ascorbic acid.

Dispersible powders and granules suitable for preparation of an aqueous suspension by
the addition of water generally contain the active ingredient together with a dispersing or
wetting agent, suspending agent and one or more preservatives. Suitable dispersing or wetting
agents and suspending agents are exemplified by those already mentioned above. Additional
excipients such as sweetening, flavouring and colouring agents, may also be present.

The pharmaceutical compositions of the invention may also be in the form of
oil-in-water emulsions. The oily phase may be a vegetable oil, such as olive oil or arachis oil,
or a mineral oil, such as for example liquid paraffin or a mixture of any of these. Suitable
emulsifying agents may be, for example, naturally-occurring gums such as gum acacia or gum
tragacanth, naturally-occurring phosphatides such as soya bean, lecithin, an esters or partial
esters derived from fatty acids and hexitol anhydrides (for example sorbitan monooleate) and
condensation products of the said partial esters with ethylene oxide such as polyoxyethylene
sorbitan monooleate. The emulsions may also contain sweetening, flavouring and preservative
agents,

Syrups and elixirs may be formulated with sweetening agents such as glycerol,
propylene glycol, sorbitol, aspartame or sucrose, and may also contain a demulcent,
preservative, flavouring and/or colouring agent.

The pharmaceutical compositions may also be in the form of a sterile injectable
aqueous or oily suspension, which may be formulated according to known procedures using
one or more of the appropriate dispersing or wetting agents and suspending agents, which
have been mentioned above. A sterile injectable preparation may also be a sterile injectable
solution or suspension in a non-toxic parenterally-acceptable diluent or solvent, for example a
solution in 1,3-butanediol.

Suppository formulations may be prepared by mixing the active ingredient with a
suitable non-irritating excipient which is solid at ordinary temperatures but liquid at the rectal
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temperature and will thereforé melt in the rectum to release the drug. Suitable excipients
include, for example, cocoa butter and polyethylene glycols. o

Topical formulations, such as creams, ointments, gels and aq'ueoils or oily solutions or
suspensions, may generally be obtained by formulating an active ingredient with a
conventional, topically acceptable, vehicle or diluent usiﬁg conventional procedure well
known in the art.

Compositions for administration by insufflation may be in the form of a finely divided
powder containing particles of average diameter of, for example, 30p or much less, the
powder itself comprising either active ingredient alone or diluted with one or more ‘
physiologically acceptable carriers such as lactose. The powder for insufflation is then .
conveniently retained in a capsule containing, for example, 1 to' 50mg of active ingredient for
use with a turbo-inhaler device, such as is used for insufflation of the known agent sodium
cromoglycate.

Compositions for administration by inhalation may be in the form of a conventional
pressurised aerosol arranged to dispense the active ingredient either as an aerosol containing
finely divided solid or liquid droplets. Conventional aerosol prop.ellants such as volatile
fluorinated hydrocarbons or hydrocarbons may be used and the aerosol device is conveniently
arranged to dispense a2 metered quantity of active ingredient. ’

For further information on Formulation the reader is referred to Chapter 25.2 in
Volume 5 of Comprehensive Medicinal Chemistry (Corwin Hansch; Chairman of Editorial
Board), Pergamon Press 1990. '

The amount of active ingredient that is combined with one or more excipients to
produce a single dosage form will necessarily vary depending upon the host treated and the
particular route of administration. For example, a formulation intended for oral administration
to humans will generally contain, for example, from 0.5 mg to 2 g of active agent
compounded with an appropriate and convenient amount of excipients which may vary from
about 5 to about 98 percent by weight of the total composition. Dosage unit forms will '
generally contain about 1 mg to about 500 mg of an active ingredient. For further information
on Routes of Administration and Dosage Regimes the reader is referred to Chapter 25.3 in
Volume S of Comprehensive Medicinal Chemistry (Corwin Hansch; Chairman of Editorial
Board), Pergamon Press 1990.



10

15

20

25

30

00-002

-16-

The size of the dose for therapeutic or prophylactic purposes of a compound of the
Formula I will naturally vary according to the nature and severity of the conditions, the age
and sex of the animal or patient and the route of administration, according to well known
principles of medicine. As mentioned above, compounds of the Formula I are useful in
treating diseases or medical conditions which are due alone or in part to the effects of
farnesylation of rats.

In using & compound of the Formula I for therapeutic or prophylactic purposes it will
generally be administered so that a daily dose in the range, for example, 0.5 mg to 75 mg per
kg body weight is received, given if required in divided doses. In general lower doses will be
administered when a parenteral route is employed. Thus, for example, for intravenous
administration, a dose in the range, for example, 0.5 mg to 30 mg per kg body weight will
generally be used. Similarly, for administration by inhalation, a dose in the range, for
example, 0.5 mg to 25 mg per kg body weight will be used. Oral administration is however
preferred.

According to a further aspect of the present invention there is provided a compound of
the formula (I) or 2 pharmaceutically acceptable salt or prodrug thereof, as defined hereinbefore
for use in a method of treatment of the human or animal body by therapy. Conveniently, the
invention provides a method of treating inflammatory disease by administering a compound of
formula (I) or a pharmaceutically acceptable salt or prodrug or a pharmaceutical composition
thereof, as described above.

..A further feature of the present invention is a compound of formula (T) and
pharmaceutically acceptable salt or prodrug thereof, for use as a medicament.

Conveniently this is a compound of formula (), or a pharmaceutically acceptable salt
or prodrug thereof, for use as a2 medicament for antagonising an MCP-1 mediated effect in a
warm-blooded animal such as a human being.

Thus according to a further aspect of the invention there is provided the use of a
compound of the formula (I), or a pharmaceutically acceptable salt or prodrug thereof, in the
manufacture of a medicament for use in antagonising an MCP-1 mediated effect in a
warm-blooded animal such as a human being.

According to a further feature of the invention there is provided a method of
antagonising an MCP-1 mediated effect in a warm-blooded animal, such as a human being, in
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need of such treatment which comprises administering to said animal an effective amount of a
compound of formula (I) or a pharmaceutically acceptable salt or prodrug thereof, as defined
hereinbefore.
Biological Testing,

5 The following biological test methods, data and Examples serve to illustrate the

present invention.

Abbreviations:

ATCC American Type Culture Collection, Rockville, USA.

BCA Bicinchroninic acid, (used, with copper sulphate, to assay protein )
BSA Bovine Serum Albumin

DMEM Dulbecco’s modified Eagle's medium

EGTA Ethylenebis(oxyethylenenitrilo)tetraacetic acid -

FCS Foetal calf serum

HEPES (N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N'-[2-ethanesulphonic acid})
HBSS Hank's Balanced Salt Solution

hMCP-1  Human Monocyte Chemoattractant Protein-1

PBS . Phosphate buffered saline

PCR Polymerase chain reaction

AMPLITAQ™, available from Perkin-Elmer Cetus, is used as the source of
thermostable DNA polymerase.

10 Binding Buffer is 50 mM HEPES, 1 mM CaCl,, 5 mM MgCl,, 0.5% foetal calf serum,
adjusted to pH 7.2 with | M NaOH.

Non-Essential Amino Acids (100X concentrate) is: L-Alanine, 890 mg/I;
L-Asparagine, 1320 mg/l; L-Aspartic acid, 1330 mg/l; L-Glutamic acid, 1470 mg/l; Glycine,
750 mg/l; L-Proline, 1150 mg/l and; L-Serine, 1050 mg/l.

15 Hypoxanthine and Thymidine Supplement (50x concentrate) is: hypoxanthine, 680
mg/l and; thymidine, 194 mg/l.

Penicillin-Streptomycin is: Penicillin G (sodium salt); 5000 units/ml; Streptomycin
sulphate, 5000 pug/ml.

Human monocytic cell line THP-1 cells are available from ATCC, accession number

20 ATCC TIB-202.
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Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) was obtained from Gibco; see Proc. Soc. Exp.
Biol. Med., 1949, 71, 196.

Synthetic cell culture medium, RPMI 1640 was obtained from Gibco; it contains
inorganic salts [Ca(NQ,),.4H,0 100 mg/1; KCl 400 mg/I; MgSO,.7H,0 100 mg/l; NaCl 6000
mg/l; NaHCO, 2000 mg/l & Na,HPQ, (anhyd) 800 mg/1], D-Glucose 2000 mg/l, reduced
glutathione 1 mg/l, amino acids and vitamins.

FURA-2/AM is 1{2-(5-carboxyoxazol-2-yl)-6-aminobenzofiran-5-oxy]-2-
(2'-amino-5-methylphenoxy)-ethane-V,N,N' N'-tetraacetic acid pentaacetoxymethyl ester and
was obtained from Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA.

Blood Sedimentation Buffer contains 8.5g/l NaCl and 10g/] hydroxyethyl cellulose.

Lysis Buffer is 0.15M NH,CI", t0mM KHCO,, ImM EDTA

Whole Cell Binding Buffer is 50 mM HEPES, 1 mM CaCl,, 5 mM MgCl,, 0.5% BSA,
0.01% NaN,, adjusted to pH 7.2 with |M NaOH.

Wash buffer is 50mM HEPES. ImM CaCl,, 5mM MgCl,, 0.5% heat inactivated FCS,
0.SMNaCl adjusted to pH7.2 with 1M NaOH.

General molecular biology procedures can be followed from any of the methods
described in “Molecular Cloning - A Laboratory Manual™ Second Edition, Sambrook, Fritsch
and Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory, 1989). )

) Cloni | ion of hMCP-1
The MCP-1 receptor B (CCR2B) cDNA was cloned by PCR from THP-1 cell RNA
using suitable oligonucleotide primers based on the published MCP-1 receptor sequences
(Charo et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91, 2752). The resulting PCR products were
cloned into vector PCR-II™ (InVitrogen, San Diego, CA.). Error free CCR2B cDNA was
subcloned as a Hind ITI-Not I fragment into the eukaryotic expression vector pCDNAJ
(InVitrogen) to generate pCDNA3/CC-CKR2A and pPCDNA3/CCR2B respectively.
Linearised pCDNA3/CCR2B DNA was transfected into CHO-K1 cells by calcium
phosphate precipitation (Wigler et al., 1979, Cell, 16, 777). Transfected cells were selected by
the addition of Geneticin Sulphate (G418, Gibco BRL) at 1mg/ml, 24 hours after the cells had
been transfected. Preparation of RNA and Northern blotting were carried out as described
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previously (Needham et al., 1995, Prot. Express. Purific., 6, 134). CHO-K1 clone 7
(CHO-CCR2B) was identified as the highest MCP-1 receptor B expressor.
i) P ion of ; ; I

CHO-CCR2B cells were grown in DMEM supplemented with 10% foetal calf serum,
2 mM glutamine, 1x Non-Essential Amino Acids, 1x Hypoxanthine and Thymidine - '
Supplement and Penicillin-Streptomycin (at 50 pg streptomycin/ml, Gibco BRL). Membrane
fragments were prepared using cell lysis/differential centrifugation methods as described
previously (Siciliano et al., 1990, J. Biol. Chem., 265, 19658). Protein concentration was
estimated by BCA protein assay (Piérce. Rockford, [llinois) according to the manufacturer's
instructions.

i v

'*] MCP-1 was prepared using Bolton and Hunter conjugation (Bolton et al., 1973,
Biochem. J., 133, 529; Amersham International plc]. Equilibrium binding assays were carried
out using the method of Emst et al., 1994, J. Immunol., 152, 3541. Briefly, varying amounts
of '#[-labeled MCP-1 were added to 7pg of purified CHO-CCR2B cell membranes in 100 pl
of Binding Buffer. After 1 hour incubation at room temperature the binding reaction mixtures
were filtered and washed 5 times through a plate washer (Brandel MLR-96T Cell Harvester)
using ice cold Binding Buffer. Filter mats (Brandel GF/B) were pre-soaked for 60 minutes in
0.3% polyethylenimine prior to use. Following filtration individual filters were separated into
3.5ml tubes (Sarstedt No. 55.484) and bound '*[-labeled MCP-1 was determined (LKB 1277
Gammamaster). Cold competition studies were performed as above using 100 pM '*I-labeled
MCP-1 in the presence of varying concentrations of unlabelled MCP-1. Non-specific binding
was determined by the inclusion of a 200-fold molar excess of unlabelled MCP-1 in the
reaction.

Ligand binding studies with membrane fragments prepared from CHO-CCR2B cells
showed that the CCR2B receptor was present at a concentration of 0.2 pmoles/mg of
membrane protein and bound MCP-1 selectively and with high affinity (IC,, = 110 pM, K,
=120 pM). Binding to these membranes was completely reversible and reached equilibrium
after 45 minutes at room temperature, and there was a linear relationship between MCP-1
binding and CHO-CCR2B ceil membrane concentration when using MCP-1 at concentrations
between 100 pM and 500 pM.
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Test compounds dissolved in DMSO (5ul) were tested in competition with 100 pM
labelled MCP-1 over a concentration range (0.01-50uM) in duplicate using eight point
dose-response curves and IC,, concentrations were calculated.

Compounds tested of the present invention had IC,, values of 50uM or less in the

hMCP-1 receptor binding assay described herein.

.b) MCP-1 mediated calcium flux in THP-] cells

The human monocytic cell line THP-1 was grown in a synthetic cell culture medium
RPMI 1640 supplemented with 10 % foetal calf serum, 6mM glutamine and
Penicillin-Streptomyecin (at 50 pg str'eptomycinlml. Gibco BRL). THP-1 cells were washed in

HBSS (lacking Ca** and Mg*") + 1 mg/ml BSA and resuspended in the same buffer ata

density of 3 x 10° cells/ml. The cells were then loaded with 1mM FURA-2/AM for 30 min at
37°C, washed twice in HBSS, and resuspended at 1x10° cells/ml. THP-1 cell suspension (0.9
ml) was added to a 5 ml disposable cuvette containing a magnetic stirrer bar and 2.1 ml of
prewarmed (37°C) HBSS containing 1| mg/mi BSA, 1 mM MgCl, and 2 mM CaCl,. The
cuvette was placed in a fluorescence spectrophotometer (Perkin Elmer, Norwalk, CT) and
preincubated for 4 min at 37°C with stirring. Fluorescence was recorded over 70 sec and cells
were stimulated by addition of AMCP-1 to the cuvette after 10 sec. [Ca®*]i was measured by
excitation at 340 nm and 380 nm alternately and subsequent measurement of the inteﬁsity of
the fluorescence emission at 510 nm. The ratio of the intensities of the emitted fluorescent
light following excitation at 340 nm and 380 nm, (R), was calculated and displayed to give
and estimate of cytoplasmic [Ca™*] according to the equation:-
[Ca™Ji =K, (R-Rmin) (S£2/5b2)
(Rmax-R)

where the K, for FURA-2 Ca® complex at 37°C was taken to be 224nm. R, is the maximal
fluorescence ratio determined after addition of 10 mM Ionomycin, R, is the minimal ratio
determined by the subsequent addition of a Ca™ free solution containing S mM EGTA, and
$f2/Sb2 is the ratio of fluorescence values at 380 nm excitation determined at R, and R,
respectively.

Stimulation of THP-1 cells with hMCP-1 induced a rapid, transient rise in {Ca™]jina
specific and dose dependent manner. Dose response curves indicated an approximate EC,, of
2 nm. Test compounds dissolved in DMSO (10pul) were assayed for inhibition of calcium
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release by adding them to the cell suspension 10 sec prior to ligand addition and measuring
the reduction in the transient rise in [Ca®*]i. Test compounds were also checked for lack of
agonist activity by addition in place of AMCP-1.

c) hMCP-1 and RANTES mediated chemotaxis.

In vitro chemotaxis assays were performed using the human monocytic cell line
THP-1. Cell migration through polycarbonate membranes was measured by enumerating
those passing through either directly by Coulter counting or indirectly by use of 2
colourimetric viability assay measuring the cleavage of a tetrazolium salt by the mitochondrial
respiratory chain (Scudiero D.A. et al. 1988, Cancer Res., 48, 4827-4833).

Chemoattractants were introduced into a 96-well microtitre plate which forms the
lower well of a chemotaxis chamber fitted with a PVP-free 5 um poresize polycarbonate
adhesive framed filter membrane (NeuroProbe MB series, Cabin John, MD 20818, USA)
according to the manufacturer's instructions. The chemoattractant was diluted as appropriate
in synthetic cell culture medium, RPMI 1640 (Gibco) or supplemented with 2 mM glutamine
and 0.5% BSA, or alternatively with HBSS with Ca’ and Mg** without Phenol Red (Gibco)
plus 0.1% BSA. Each dilution was degassed under vacuum for 30 min and was placed (400
pl) in the lower wells of the chamber and THP-1 cells (5x10° in 100 pl RPMI 1640 + .
0.5%BSA) were incubated in each well of the upper chamber. For the inhibition of ~
chemotaxis the chemoattractant was kept at a constant submaximal concentration determined
previously (1nM MCP-1) and added to the lower well together with the test compounds
dissolved in DMSO (final DMSO concentration < 0.05% v/v) at varying concentrations. The
chamber was incubated for 2 h at 37°C under 5 % CO,. The medium was removed from the
upper wells which were then washed out with 200 pl physiological saline before opening the
chamber, wiping dry the membrane surface and centrifuging the 96-well plate at 600 g for 5
min to harvest the cells. Supernatant (150 ul) was aspirated and 10 pl of cell proliferation
reagent, WST-1, {4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-nitropheny})-2}-5-tetrazolio}-1,3-phenyl
disulfonate} plus an clectron coupling reagent (Boehringer Mannheim, Cat.no. 1644 807) was
added back to the wells. The plate was incubated at 37°C for 3 h and the absorbance of the
soluble formazan product was read on a microtitre plate reader at 450 nm. The data was input
into a spreadsheet, corrected for any random migration in the absence of chemoattractant and

the average absorbance values, standard error of the mean, and significance tests were



10

15

20

25

30

00-002

-22- ‘
calculated. h(MCP-1 induced concentration dependent cell migration with a characteristic
biphasic response, maximal (.5-1.0 nm.

In an alternative form of the above assay, fluorescently tagged cells can be used in
order to assist in end point detection. In this case, the THP-1 cells used are fluorescently
tagged by incubation in the presence of 5SmM Calcein AM (Glycine, N,N'-[[3",6'-
bis(acetyloxy)-3-oxospiro[isobenzofuran-1(3H),9'-[9H]xanthene]-2',7'-diyl]bis(methylene)]
bis[N-[2-[(acetyloxy)methoxy]-2-oxoethyl]]-bis[(acetyloxy)methyl] ester; Molecular Probes)
for 45 minutes in the dark. Cells are harvested by centrifugation and resuspended in HBSS
(without Phenol Red) with Ca*", Mg®* and 0.1% BSA. 50ul (2x105 cells) of the cell
suspension are placed on the filter above each well and, as above, the unit is incubated at 37°C
for 2 hours under 5% CO,. At the end of the incubation, cells are washed off the upper face of
the filter with phosphate buffered saline, the filter removed from the plate and the number of
cells attracted to either the underside of the filter or the lower well estimated by reading
fluorescence at 485nm excitation, 538nm emission wavelengths (fmax, Molecular Devices).
The data was input into a spreadsheet, corrected for any random migration in the absence of
chemoattractant and the average fluorescence values, standard error of the mean, percentage
inhibition and IC,, of compounds under test and significance tests can be calculated. In
addition to MCP-1 induced chemotaxis, this altemative form of the assay was also us;:d to
measure inhibition of RANTES (2nM) induced chemotaxis.

d) Binding to human peripheral blood mononuclear cells(PBMCs)
" ion of | PEMC

Fresh human blood (200ml) was obtained from volunteer donors, collected into
sodium citrate anticoagulant to give a final concentration of 0.38%. The blood was mixed
with Sedimentation Buffer and incubated at 37°C for 20 minutes. The supernatant -was
collected and centrifuged at 1700rpm for 5 minutes (Sorvall RT6000D). The pellet obtained
was resuspended in 20 ml RPMI/BSA (1mg/ml) and 4 x 5mls of cells were carefully layered
over 4 x 5mis of Lymphoprep™ (Nycomed) in 15ml centrifuge tubes. Tubes were spun at
1700rpm for 30 minutes (Sorvall RT6000D) and the resultant layer of cells was removed and
transferred to 50ml Falcon tubes. The cells were washed twice in Lysis Buffer to remove any
remaining red blood cells followed by 2 washes in RPMI/BSA. Cells were resuspended in
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5mis of Binding Buffer. Cell number was measured on a Coulter counter and additiorial
binding buffer was added to give a final concentration of 1.25x107 PBMCs /ml.
i v

['*#IJ]MCP-1 was prepared using Bolton and Hunter conjugation (Bolton et al., 1973,
Biochem. J., 133, 529; Amersham International plc]. Equilibrium binding assays were carried
out using the method of Ernst et al., 1994, J. fmmunol., 152, 3541. Briefly, 50l of '“I-labeled
MCP-1 (final concentration 100pM) was added to 40ul (5x10° celis) of cell suspension in a 96
well plate. Compounds, diluted in Whole Cell Binding Buffer from a stock solution of 10mM
in DMSO were added in a final volume of 5l to maintain a constant DMSO concentration in
the assay of 5%. Total binding was determined in the absence of compound. Non-specific
binding was defined by the addition of 5ul cold MCP-1 to give a final assay concentration of
100nM. Assay wells were made up to a final volume of 100pl with Whole Cell Binding -
Buffer and the plates sealed. Following incubation at 37°C for 60 minutes the binding reaction

mixtures were filtered and washed for 10 seconds using ice cold Wash Buffer using a plate

washer (Brandel MLR-96T Cell Harvester). Filter mats (Brandel GF/B) were pre-soaked for

60 minutes in 0.3% polyethylenimine plus 0.2% BSA prior to use. Following filtration
individual filters were separated into 3.5mi tubes (Sarstedt No. 55.484) and bound "*]-labeled
MCP-1 was determined (LKB 1277 Gammamaster). )

Test compound potency was determined by assay in duplicate using six point’
dose-response curves and IC,, concentrations were determined.

No physiologically unacceptable toxicity was observed at the effective dose for
compounds tested of the present invention.

The invention is further illustrated, but not limited by the following Examples in
which the following general procedures were used unless stated otherwise. -
i) N,N-Dimethylformamide (DMF) was dried over 4A molecular sieves. Anhydrous
tetrahydrofuran (THF) was obtained from Aldrich SURESEAL™ botties. Other commerciaily
available reagents and solvents were used without further purification unless otherwise stated.
Organic solvent extracts were dried over anhydrous MgSO,. .
ii) 'H, *C and "F NMR were recorded on Bruker WM200, WM250, WM300 or WM400
instruments using DMSO-d, with Me,Si or CCI,F as intemal standard as appropriate, unless
otherwise stated. Chemical shifts are quoted in § (ppm) and peak multiplicities are designated
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as follows: s, singlet; d, doublet; dd, doublet of doublets; t, triplet; dt, doublet of triplets; q,
quartet; m, multiplet; br, broad.

iii) Mass spectra were recorded on VG 12-12 quadrupole, VG 70-250 SE, VG ZAB 2-SE ora
VG modified AEI/Kratos MS9 spectrometers,

iv) For TLC analysis, Merck precoated TLC plates (silica gel 60 F254, d = 0.25 mm) were
used.

v) Flash chromatography was performed on silica (Merck Kieselgel: Art.9385).

15

20

25

30

Sodium hydroxide (1M, 100 ml) was added to a stirred solution of ethyl N-(3-
trifluoromethyl-4-chlorobenzyl)-5-acetoxyindole-2-carboxylate (11.82 g) in water (50 ml) and
methanol (150 ml). The reaction was stirred at 55°C for 6 hours. The methanol was removed
under vacuo and the remaining solution was acidified by the addition of aqueous hydrochloric
acid (2M, 50 ml) precipitating the product as a white solid. The product was filtered, washed
with water and dried in vacuo to yield a cream solid (9.53 g,) which was purified by column
chromatography using ethylacetate as the eluant. Crystallisation from methanol/water yielded
the title compound as a cream solid (7.08 £,71%) NMR: (CD,SOCD,) 5 5.84 (s, 2H), 6.83
(dd, 1H), 6.95 (d, 1H), 7.11-7.19 (m, 2H), 7.36 (d, 1H), 7.55-7.64 (m, 2H), 9.03 (s, 1H); m/z
368 (M-H").

The procedure described in the above example was repeated using the appropiate indole ester

as the starting materials. Thus were obtained the compounds described below.

Example 2

50% yield. NMR (CD,SOCD,) & 5.87 (s, 2H), 6.85 (m, 2H), 6.99 (dd, 1H), 7.11 (d, 1H), 7.17
(s, 1H), 7.33 (d, 1H), 7.67 (t, 1H); m/z 352 (M-H").

(55% yield). NMR(CD,SOCD,) 5: 5.9 (s, 2H), 6.9 (m, 1H), 7.1 (m, 2H), 7.25 (s, 1H), 7.4 (m,
2H), 7.8 (d, 1H), 9.1 (s, 1H); m/z 368/370 (M-H").
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71% yield. NMR (CD,SOCD;,) & 5.76 (s, 2H), 6.80 (d, 1 H), 6.95 (m, 2H), 7.12 (s, 1H), 7.36
(d, 1H), 7.40 (s, 1H), 7.47 (d, 1H), 9.00 (s, 1H); m/z 380 (MH"). ]

53% yield. NMR (CD,SOCD,) 6 5.77 (s, 1H), 6.70 (d, 1H) , 6.80 (dd, 1H), 6.96 (s, 1H), 7.00
(d, 1H), 7.17 (s, 1H), 7.32 (d, 1H), 7.57 (t, 1H), 9.00 (s, 1H), 12.82 (s, 1H); m/z 362 (M-H).

55% yield. NMR (CD,SOCD;) 5 5.77 (s, 2H), 6.80 (dd, 1H), 6.97 (d, 1H), 6.99 (m, 1H), 7.13
(s, LH), 7.23 (t, 1H), 7.38 (m, 2H), 9.00 (s, 1H); m/z 362 (M-H").

15 (58% yield). NMR(CD,SOCD,) 8: 5.85 (s, 2H), 7.0 (t. 1H), 7.1 (m,2H), 7.2-7.3 (m,3H), 7.4
(t, 1H), 7.95 (dd, 1H), 9.3 (s,1H) 13.1 (s, 1H); m/z 370 (M-H").

97% yield. NMR (CD,SOCD,) 5 5.80 (s, 2H), 7.00 (t, 1H), 7.16 (dd, 1H), 7.20 (m, 2H), 7.60
20 (m, 2H), 9.30 (s, 1 H); m/z 386 (MH"). '

83% yield. NMR (CD,SOCD,) 5 5.80(s, 2H), 7.20(s, 1H), 7.23(m, 1H), 7.30-7.50(m, 2H),
7.58(m, 1H), 9.60(s, 1H); M/z(-) 388.2 (M-H")
25 Example 10

82% yield. NMR (CD,SOCD,) 5 5.92 (s, 2H), 6.87 (s, 1H), 6.99 (dd, 1H), 7.37 (d, 1H), 7.5 (d,
1H), 7.55 (s, 1H); m/z 406, 404, 402 (M-H")
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(92% yield). NMR(CD,SOCD,) 5: 5.8 (s, 2H), 6.9 (m, 2H), 7.25 (dd,LH), 7.35-7.55 (m,2 H),
7.6 (dd, 1H), 9.4 (s, 1 H); m/z 430/432 (M-H").

5 (309mg, 87%). NMR(CD,SOCD,) 5:: 5.85 (s, 2H), 6.8-7.0 (m, 3H), 7.4 (d, 1H), 7.75 (d, 1H),
9.4 (s,1H); m/z 446/448 (M-H").

(82% yield) NMR(CD,SOCD,) &:: 5.8 (s, 2H), 6.9 (m, 2H), 7.1 (dd,1H), 7.45 (d, 1H), 7.6 (m,
10 2H), 9.4 (s,1H) ; m/z 447 (M-H").

NMR (CD,SOCD,) 5 5.8 (s,2H), 6.9(m,2H), 7.25(m, | H),7.4(m,2H), 7.6(d,1 H), 9.4(s,1 H);
m/z 386.0(M-H").

NMR (CD,SOCD;,) 5 5.8 (s,2H), 6.8(s,1H), 6.9(d, 1H), 7.2(m,1H), 7.4(m,2H), 7.6(d,1H),
9.3(s, 1H); nv/z 478(M-H"). )
Example 16

20 N-(3-id - -3- -5~ ' -
(108% yield as hydrate) NMR: 3.9 (s,3H) 5.7 (s, 2H), 6.8 (dd, 1H), 6.9 (d,1H), 7.2(d, 1H) 7.4
(d, 1H), 7.6 (m, 2H), 9.1 (s,1H) ; m/z 398 (M-H").
Example 17

25 (68% yield). NMR (CD,SOCD,) § 5.8 (s, 2H), 7.1-7.2 (m, 3H), 7.4-7.55 (m, 2H), 7.7 (s, 1H),
9.8 (s, 1H); m/z 386 (M-H"). .
Example 18

71% yield. NMR (CD,SOCD,) 5 5.74 (s, 2H), 7.04-7.21 (m, 3H), 7.53-7.63 (m, 2H), 7.7 (s,
30 1H), 9.72 (bs, 1H); m/z 402.1/404.5 (M-H)
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55% yield. NMR (CD,SOCD;) 8 5.90 (s, 2H), 6.60 (m, 1H), 6.80 (m, 1H), 7.15 (m, 2H),
7.52(m, 1H), 7.60 (d, 1H); M/z(-) 385.85 (M-H")

I

90% yield. NMR (CD,SOCD,) 5 5.82 (s, 2H), 7.10(m, 1H), 7.18 (d, 2H), 7.60 (m, 2H),
7.82(s, 1H), 9.80 (s, 1H), 13.0 (s, 1H); m/z 446.18 (M-H")
Example 21

A -di vI}-5-hv -§- 3 -
92% yield. NMR (CD,SOCD;) 5 5.80 (s, 2H), 6.85 (m, 1H), 7.15 (s, 2H), 7.25 (m, 1H), 7.50
(d, 1H), 7.80 (s, 1H), 9.80 (s, | H); m/z 412.1 (M-H")
Example 22

97% yield. NMR (CD,SOCD,) 5 5.8 (s, 2H), 7.1-7.2 (m, 3H), 7.49 (d, 1H), 7.55-7.63 (m, 2H),
9.49 (s, 1H), 12.86 (bs, 1H); m/z 386, 388 (M-H")
Example 23

97% yield. NMR (CD,SOCD,) & 5.75 (s, 2H), 6.9 (dd, 1H), 7.1-7.2 (m, 2H), 7.3 (d, 1H), 7.45
(d, 1H), 7.5 (d, 1H), 9.5 (bs, 1H); m/z 353 (M-H")
Example 24

41% yield. NMR (CD,SOCD,) & 5.8 (s, 2H), 6.9 (dd, 1H), 7.2 (s, 2H), 7.3 (d, 1H). 7.5 (d,
1H), 7.65 (s, 1H), 9.75 (s, 1H); m/z 398, 396 (M-H")

Example 25

93% yield. NMR (CD,SOCD;) 5 5.86 (s, 2H), 7.01 (d, 1H), 7.09-7.13 (m, 2H), 7.4 (d, 1H),
7.58-7.68 (m, 2H), 9.66 (bs, 1H); m/z 402, 404 (M-H").
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76% yield. NMR (CD,SOCD,) 5 5.86 (s, 2H), 7.09 (dd, 1H), 7.15 (s, 1H), 7.59 (d, 1H), 7.64
(d, 1H), 7.81 (s, 1H), 9.64 (bs, 1H); m/z 392, 394 (M-H").
Example 27

To a solution of N-(3-trifluoromethyl-4-chlorobenzyl)-5-hydroxyindole-2-carboxylic acid
(1.01g) in warm ethyl acetate (80ml) was added 4-dimethylaminopyridine (30mg) and acetic
anhydride (0.64m!) and the resulting mixture was stirred for 18 hours. The organics were
washed with IN HCI and dried. The organics were concentrated and purified by column
chromatography, eluting with ethyl acetate to give the desired product(808 mg, 72%). ‘H
NMR (DMSO-d,) 8 2.25 (s, 3H), 5.9 (s, 2H), 7.05 (m, 1H), 7.15 (m, 1H), 7.32 (s, LH), 7.43
(d, 1H), 7.60 (m, 2H), 7.65 (d, 1H); m/z 410 (M-H").

p tion of Startine Material

The starting materials for the Examples above are either commercially available or are
readily prepared by standard methods from known materials. For example the following
reactions (Methods A-E) are illustrations but not limitations of the preparation of the starting

materials used in the above reactions.

Boron tribromide (64.58 g) was added dropwise to a stirred solution of ethyl
5-methoxyindole-2-carboxylate (20 g) in dichloromethane (1000 mi) at -78°C under an
atmosphere of argon. The reaction was allowed to warm to room temperature and stirred for a
further 2 hours. The reaction was poured into ice / saturated aqueous sodium hydrogen
carbonate solution with stirring and extracted with ethyl acetate. Combined organic extracts
were washed with saturated aqueous sodium hydrogen carbonate solution, water, aqueous
saturated sodium chloride solution and dried. The solution was concentrated in vacuo and the

residue was purified by column chromatography using 0 - 60% diethyl ether: iso-hexane as
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eluent to yield product as a white solid (9.02 g, 48%). NMR(CD,SOCD,): §1.31 {t, 3H), 4.29
(q, 2H), 6.79 (dd, 1H), 6.90 (dd, 1H), 7.22 (d, 1H), 8.84 (s, 1H), 11.52 (brs, 1H); m/z 206
(MH"). |

v] 5- ' -2
A stirred solution of ethyl 5-hydroxyindole-2-carboxylate (7.79 g) and
4-dimethylaminopyridine (20 mg) in acetic anhydride (80 ml) was heated at 80°C for 4 hours.
The reaction was concentrated in vacuo and the residue was dissolved in ethyl acetate.
Combined organic extracts were washed with hydrochloric acid (2 M), saturated aqueous
sodium hydrogen carbonate solution, water, aqueous saturated sodium chloride solution and
dried. The solution was concentrated in vacuo to yield the product as a yellow solid (9.39
£,100 %). NMR(CD,SOCD,): 51.20 (t, 3H), 2.10 (s, 3H), 4.19 (q, 2H), 6.86 (dd, 1H), 6.97 (d,
1H), 7.20 (s, 1H), 7.29 (d, 1H); m/z 248 (MH").

Sodium hydride (1.78 g) was added to a stirred solution of ethyl
5-acetoxyindole-2-carboxylate (10 g) and 3-trifluoromethyl-4-chlorobenzylbromide (11.64 g)
in DMF (200 ml) under an atmosphere of argon. The reaction was stirred at ambient
temnperature for 16 hours, then concentrated in vacuo and the residue partitioned between ethyl
acetate and water. Combined organic extracts were dried, concentrated under \;acuo and
purified by column chromatography using i-hexane-15%ethylacetate/isohexane as the eluant
to yield a cream solid. Crystallisation from ethylacetate/isohexane yielded the product as a
cream solid.(13.26 g, 74%). NMR (CD,SOCD,): § 1.37 (t, 3H), 2.31 (s, 3H), 4.32 (q, 2H),
5.82 (s, 2H), 7.0-7.09 (m, 2H), 7.22 - 7.29 (m, 1H), 7.31-7.4 (m, 2H) 7.43 (d, 1H), 7.51 (s,
1H). ’

The procedures described in Method A i) - iii) were repeated using the appropriate

benzyl halide. Thus were obtained the compounds described below.
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860mg, 96% NMR (CDCL,) § 1.39 (t, 3H), 2.36 (s, 3H), 4.37 (q, 2H), 5.83 (s, 2H), 6.83 (d,
1H), 6.90 (d, 1H), 7.08 dd, 1H), 7.23 (s, LH), 7.40 (s, 1H), 7.42 (d, 1H), 7.50 (t, 1H); m/z 424
(MH"),

. L . — .
55% yield. NMR (CDCL,) § 1.4 (t,3H) 2.3 (s,3H) 4.3 (q, 2H) 5.8 (s, 2H), 6.95 (d, 1H), 7.1
(dd, 2H), 7.2 (m, 2H), 7.4 (s, 1H), 7.45 (d, 1H) 7.55 (d, 1H); m/z 440/422 (M+H").

-(3- -4 -5- -2- v

15% yield. NMR (CDCl,;) & 1.37 (t, 3H), 2.30 (s, 3H), 4.31 (q, 2H), 5.74 (s, 2H), 6.83 (d, IH),
7.03 (dd, 1H), 7.24 (m, 2H), 7.37 (m, 2H), 7.40 (d, 1H). m/z 449 (MH").

{3~ - -5. i \d
77% yield. NMR (CDCI,) §1.37 (¢, 3H), 2.30 (s; 3R), 4.37 (q, 2H), 5.77 (s, 2H), 6.72 (d, 1H),
6.74 (d, 1H), 7.03 (dd, 1H), 7.23 (m, 1H), 7.37 (s, 1H), 7.40 (t, 1H).

-(3- -4- v[}-5- i -2 \'
41% yield. NMR (CDCL,) § 1.40 (t, 3H), 2.34 (s, 3H), 4.37 (q, 2H), 5.72 (s, 2H), 6.95 (dd,
1H), 7.05 (dd, 1H), 7.23 (m, 2H), 7.37 (s, 1H), 7.40 (d, 1H), 7.62 (d, 1H); m/z 433 (MH+).

Method B

- N={ 3 - - 8. - i

(i) 2-=Fluoro-3-benzyloxybenzaldchyde

2-Fluoro-3-hydroxybenzaldehyde (16.49g) was dissolved in dimethylformamide
(200ml) and stirred under an argon atmosphere. Sodium hydride was added (60% in mineral
oil, 5.18g) and the mixture was stirred for 30 minutes. Benzyl bromide was added (16.8ml)
and the mixture was stirred overnight. Reaction mixture was concentrated in vacuo and the
resulting residue was partitioned between diethyl ether (200ml) and water (200ml). Combined
organic extracts were washed with water (400ml), dried (MgSO,) and concentrated in vacuo.
The residue was purified by flash column chromatography, using a gradient of 0-10% ethyl
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acetate/iso-hexane as eluent to give the desired product as a yellow solid (18.41g, 68%): 'H
NMR (CD,SOCD,) §5.20 (s, 2H), 7.2-7.6 (m, 8H), 10.21(s, I1H) » .

(i) Methyl-2-azido-3-(2-fluore-3-benzyloxyphenyljpropencate

A mixture of methylazidoacetate (36.64g) and 2-Fluoro-3-benzyloxy benzaldehyde
(18.32g) in methanol (250ml) was added dropwise, with stirring, over 1 hour to a mixture of
sodium methoxide (17.20g) in methanol (100mi) at -25°C under a stream of argon. Mixture
was left to stir for 20 minutes, allowed to warm to 5°C and stirred overnight.

The resulting precipitate was filtered, then washed sequentially with cold methanol,
dilute solution of acetic acid in water and water. The resulting solid was dried under vacuum

to give the product as a pale brown solid (16.70g) which was used without purification.

(iii) Methyl-4-fluoro-3-benzyloxyindole-2-carboxylate
A solution of methyl-2-azido-3-(2-fluoro-3-benzyloxyphenyl)propenoate (16.73.) -in

xylene (600m!) was added dropwise with stirring to refluxing xylene (2.4L) over | hca.ur and
then stirred for a further 20 minutes. The reaction mixture was concentrated in vacug and
purified by flash column chromatography, using a gradient of 0-100% ethyl acetate/iso-
hexane as eluent to give the product as a yellow solid (12.93g, 54%). '"H NMR (CD,SOCD,) §
3.85(s, 3H), 5.15 (s, 2H), 7.05-7.45 (m, 8H), 12.06 (s, 1H); m/z 300.4 (MH")
In a similar manner, steps (ii) and (iii) were repeated, but using 2-chloro-3-
methoxybenzaldehyde and ethyl azidoacetate was prepared:-

'H NMR (CD,SOCD,) & 1.31 (t, 3H), 3.84 (s, 3H), 4.32 (q, 2H), 7.0 (d, 1H), 722 (d, 1H),

7.39 (d, 1H), 12.2 (bs, 1H).

35

Sodium hydride (60% in mineral oil, 75mg) was added to a solution of methyl-4-
fluoro-5-benzyloxyindole-2—carboxylate (257mg) in dimethylformamide (10ml) cooled to 5°C

and the mixture was stirred under an argon atmosphere for 30 minutes. 3-Trifluoromethyl-4-
fluorobenzyl chloride (280mg) was added and the mixture was allowed to warm to room
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temperature and then stirred for 4 hours. The reaction mixture was partitioned between ethyl
acetate and water. The organic extracts were washed with water, dried (MgSO04), concentrated
in vacuo and purified by flash column chromatography, using iso-hexane followed by 5%
ethyl acetate/iso-hexane as eluent, to give the desired product (140mg, 34%). '"H NMR
(CDCl,) 8 3.9 (s, 3H), 5.15 (s, 2H), 5.75 (s, 2H), 6.9-7.2 (m, 4H), 7.3-7.5 (m, 7H); m/z 476
(M+H")

In a similar manner but using the appropiate indole and benzyl halide was prepared:-
vI-N-(3-trj y]-4~ v -5- i -2

82% yicld. NMR (CDCl,) b 1.4 (t, 3H), 3.95 (s, 3H), 4.35 9q, 2H), 5.8 (s, 2H), 7.0-7.2 (m,

3H), 7.3-7.5 (m, 3H).

A mixture of methyl-N-(3-trifluoromethyl-4-fluorobenzyl)-4-fluoro-5-
benzyloxyindole-2-carboxylate (140mg) and 5% Pd/C (50mg) in ethyl acetate (10ml) was

stirred under a hydrogen atmosphere for § hours, filtered through celite, concentrated in vacuo

and purified by flash column chromatography using a gradient of 10-25% ethyl acetatefiso-
hexane as eluent to give the desired product (60mg, 53%). 'H NMR (CDCl,) 6 3.9 (s.'3H), 49
(d, 1H), 5.8 (s, 2H), 6.9-7.2 (m, 4H), 7.4 (m, 2H); m/z 384 (M-H")

In a similar manner but using the appropiate benzyl halide was prepared

89% yield. NMR (CD,SOCD,) § 3.80 (s, 3H), 5.92 (s, 2H), 7.05 (t, 1H), 7.11 (dd 1H),7.22
(m, 2H), 7.60 (m, 2H), 9.37 (s, 1H); m/z 401 (ME*).

In a similar manner but starting from 2,4-difluoro-3-hydroxybenzaldehyde was prepared
'H NMR (CD,SOCD,) 5 3.80 (s, 3H), 5.80 (s, 2H), 7.20-7.60 {m, 5H), 9.70 (s, 1H); m/z
402.2 (M-H")
Ethyl-N-(3-trifluoromethyl-4-chlorobenzyl)-4-chloro-5-hydroxyindole-2-carboxylate was
prepared from ethyl-N-(3-trifluoromethyl-4-chlorobenzyl)-4-chloro-5-methoxyindole-2-
carboxylate by using the method as described in E(iv). 42% yield. H NMR (CD,SOCD,) &
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1.39 (t, 3H), 4.32 (q, 2H), 5.37 (s, 1H), 5.79 (s, 2H), 6.99-7.11 (m, 3H), 7:31-7.39 (m, 2H),
7.47 (d, 1H); m/z 430, 432 (M-H")

thod
N-Bromosuccinimide (0.14 g) was added to a stirred solution of ethyl 5-acetoxyindole-
2-carboxylate (0.2 g) in DMF (3.0 ml). The reaction was stirred for 4 hours, then poured into
water. The resulting precipitate was filtered and dried in vacuo to give the title compound as

a white powder (0.23 g, 87%). NMR 1.38 (1, 3H), 2.23 (s, 3H), 4.38 (q, 2H), 7.10 (dd, 1H),

7.23 (4, 1H), 7.50 (d, 1H), 12.28 (bs, 1H); m/z 326 (M").
Method C2
- v-3- 1 -2 -

A solution of ethyl 5-acetoxyindole-2-carboxylate (500£ng) in dichloromethane (10ml)
was stirred at room temperature in the presence of N-chlorosuccinimide (297mg') and
potassium carbonate (279mg) overnight. The resulting precipitate was collected by filtration,
washed with cold dichloromethane followed by water and dried under vacuum ovemight to
give the desired product as a white powder (425mg, 75%). NMR: 1.35 (1,3H), 2.25 (s,3H), 4.4
(q.2H), 7.1 (d,1H), 7.3 (s,1H), 7.5 (d,1H), 12.2 (s,1H); m/z 281.9 (MH"). '
Method C3

A solution of ethyl 5-acetoxyindole-2-carboxylate (1g) in dimethylformamide (2ml) was
stirred at room temperature in the presence of potassium carbonate (1.12g) and iodine (1.029g) for
18 hours. The reaction was diluted with water (30m!) and the resulting solid was filtered, washed
with water and dried to give the desired product 1.32g, 87%). NMR: § (CD,SOCD;,) 1.4 (t, 3H),
4.4 (q,2H), 7.1 (d,1H), 7.15 (s,1H), 7.45 (d,1H), 12.3 (5,1H): m/z 372(M-H))

To a solution of ethyl 5-acetoxy-3-iodoindole-2-carboxylate (400mg) in
dimethylformamide (15ml) was added potassium carbonate (340mg), tetrabutyl ammonium iodide
(10mg) and 4-fluoro-3-triflucromethylbenzyl bromide (330mg). The mixture was stirred for 18
hours. The mixture was diluted with water (10ml) and extracted with ethyl acetate. The organic
extracts were dried, concentrated and purified by column chromatography using 5% ethyl

4
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acetate/iso-hexane as the eluant to give the desired product (520mg, 89%). NMR (CD,SOCD,): §
1.3 (t, 3H), 2.25 (s, 3H), 4.3 (q, 2H), 5.85 (5, 2H), 7.2 (m, 3H), 7.4 (m, 1H), 7.8 (m, 2H): nvz 550
(MH")

5 In a similar manner but using the appropiate ethyl 5-acetoxy-3-haloindole-2-carboxylate and

benzyl halide were prepared :-

(3- 4- _5- _3- -

10 96% yield. NMR (CDCL,) § 1.4 (t, 3H), 2.3 (s, 3H), 4.4 (q, 2H), 5.75 (s, 2H), 7.0-7.2 (m, 3H), 7.3
(m, 1H), 7.4 ( m. 2H); m/z 502/504 (MH").

79% yield. NMR (CDCL,) 5 1.4 (t, 3H), 2.35 (s, 3H), 4.4 (g, 2H), 5.8 (s, 2H), 7.05 (d, 1H), 7.1 (dd,
1H), 7.3 (m, 1H), 7.4 (d, 1H), 7.5 (m, 1H), 7.6 (s, 1H); m/z 518/520 (MH")

15 {3- -t -3- -3- i -2
63% yield. NMR (CDCl,) & 1.4 (t, 3H), 2.35 (s, 3H), 4.4 (q, 2H), 5.8 (s, 2H), 6.95 (d, 1H), 7.1 (dd,
1H), 7.25 (m, 2H), 7.5 (m, 1H), 7.6 (d, 1H); m/z 518/520 (MH") .
Methad D
20 -(3-tri - -3- v-53- i v
(i) Ethyl S-acetoxyindole-2-carhoxylate

A mixture of ethyl 3-benzyloxyindole-2-carboxylate (10g), cyclohexene (50ml) and 10% palladium
on carbon (2g) in ethyl acetate (500ml) was refluxed for 4 hours. The mixture was cooled and
filtered through Celite. Acetic anhydride (5ml) and N-dimethylaminopyridine (O.I-g) was added and

25 the mixture was refluxed for 15 mins. The mixture was cooled and ethanol was added to destroy
excess acetic anhydride. The mixture was concentrated and the residue was recrystallised from
ethyl acetate/iso-hexane to give the desired product as white needles (6.44g, 77%) NMR
(CD,SOCD;) 6 1.33 (t, 3H), 2.23 (s, 3H), 4.32 (q, 2H), 7.0 (dd, 1H), 7.13 (s, 1H), 7.38 (d, 1H), 7.42
(d, 1H), 11.93 (bs, 1H); m/z (M-H")

30
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vl 5- .. o
To a solution of ethyl 5-acetoxyindole-2-carboxy!late (5g) was added sodium nitrite (20g) followed
dropwise by glacial acetic acid (20ml). After about half addition, brown fumes were evolved. The
mixture was cooled to -10°C and the remainder of the acetic acid was added. The mixture was
allowed to stir for 18 hours. A further amount of sodium nitrite (10g) and acetic acid (10mI)-was
added and the resulting mixture was stirred for 18 hours. The mixture was partitioned between
ethyl acetate and water. The organic extracts were separated, dried and concentrated to low volume.
Hexane was added and the resulting solid was filtered to give the desired product (5.2g, 94%).
NMR (CDCL,) § 0.8 (t, 3H), 4.5 (q, 2H), 7.1 (dd, 1H), 7.4 (d, 1H), 8.0 (d, 1H); m/z 273 (M+H")

To a solution of ethyl 5-acetoxy diazoindole-2-carboxylate (4.6g) in 1,2-dichloroethane was added
methanol (10ml), followed by a catalytic amount of rhodium (II) acetate dimer and the resulting

mixture was refluxed for 18 hours. The mixture was concentrated and the resulting residue was

_purified by column chromatography using 20% ethyl acetate / isohexane as eluent-to give the

desired product, which was purified further by titration with diethyl ether (2.34g, 50%). NMR
(CDCl,) 6 1.4 (t, 3H), 2.3 (s, 3H), 4.05 (s, 3H), 4.4 (q, 2H), 7.05 (dd, 1H), 7.2-7.25 (m, 2H), 7.45
(d, 1H), 8.4 (bs, 1H); m/z 278.4 (M+H"). i

Ethereal HCI (60 ml) was added to a solution of 3-chloro-p-anisidine in ethy] acetate (300ml)
to precipitate the salt, which was isolated by filtration and air dried. The salt (18.5 g) was
suspended in 1.5 N HCI (230 ml) at -5°C under argon. A solution of sodium nitrite (6.9 g) in
water (50 ml) was added over 15 minutes to form a solution/slurry, which was stirred at -5°C
for a further 1 hour. (solution A)

A solution of sodium hydroxide (5.36 g) in water (10 ml) was added to a solution of ethyl-2-

30 methylacetoacetate (13.5 ml) in ethanol (80 ml) at 5°C.The reaction was stirred at 5°C fora



10

IS

20

25

30

00-002

-36 -

further 1 hour and the pH was then adjusted to 4 by addition of sodium acetate (20

g).(solution B)

.Solution B was added to solution A at -5°C and the mixture was allowed to warm to ambient

temperature over 3 hours before partitioning between water (250 ml) and ethylacetate (250
ml). The organic phase was dried (MgSO4), concentrated under vacuo and purified by column
chromatography using 15% ethylacetate / isohexane as the eluant to yield the desired product
(7 g, 21%); NMR (CDCI3) & 1.24 (t, 3H), 1.63 (s, 3H), 2.34 (s, 3H), 3.98 (5, 3H), 4.22-4.35
(m, 2H), 7.02 (d, 1H), 7.72 (dd, 1H), 7.83 (d, 1H) m/z 270(M-CH3COH)"
In a similar manner but starting from 3-fluoro-4-methoxyaniline was prepared:
v] 2-acetv]-2-{N"'-(3- -4~ v])hv
NMR (CD,SOCD,) & 1.25 (t, 3H), 1.55 (s, 3H), 2.35 (s, 3H), 4.0 (s, 3H), 4.2 (q, 2H), 7.4 (t,
1H), 7.5 (dd, 1H), 7.6 (d, 1H); m/z 255(MH")
In a similar manner but starting from 3.S-dichloro-4-methoxyaniline'was prepared:
-(N"'- -dj - v
NMR (CDCI3) & 1.4 (t, 3H), 2.05 (s, 3H), 3.85 (s, 3H), 4.3 (q, 2H), 7.13 (s, 2H), 7.52 9bs,
1H); m/z 307 MH")
v] 5- -G
A solution of ethyl 2-acetyl-2- {N’-(3-chloro-4-methoxyphenyl)hydrazino} propionate (1 g)
and p-toluenesulphonic acid (1 g) in toluene (30 mi) was stirred at 100°C for 18 hours. The
mixture was the;l concentrated and purified by column chromatography using 15%
ethylacetate / isohexane as the eluant to yield the desired product (70 mg, 8%), NMR (CDCI3)
5 1.42 (t, 3H), 3.95, (s, 3H), 4.42 (q, 2H), 7.11 (s, 2H), 7.46 (s, 1H), 8.86 (bs, 1H)
In a similar manner but starting from ethyl 2-acetyl-2-(N’-(3-fluoro-4-methoxyphenyl) hydrazino)
propionate was prepared :
Ethyl 5-methoxy-6-fluoroindole-2-carboxylate NMR (CD,SOCD,) § 1.3 (t, 3H), 3.8 (s, 3H), 4.3 (q.
2H), 7.1 (s, 1H), 7.2 (4, 1H), 7.3 (d, 1H); m/z 237 (MH")
In a similar manner by starting from ethyl 2-(N"-(3,5-dichloro-4-methoxyphenyl) hydrazino)
propionate was prepared :
Ethyl 5-methoxy-4.6-dichlorcindole-2-carboxylate NMR (CD,SOCD,) & 1.38 (t, 3H), 2.08 (s, 3H),
3.84 (s, 3H), 4.31 (q, 2H), 7.23 (s, 2H), 7.5 (bs, 1H); nvz 307 (MH")
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Ethyl 5-methoxy-6-chloroindole-2-carboxylate was alkylated with 3-trifluromethyl-4-

chlorobenzy] bromide using the methodology described in Method A(iii) to give the desired
5 product (650 mg, 64%); .NMR (CDCI3)  1.36 (t, 3H), 3.93 (q, 2H), 5.75 (s, 2H), 7.01 (dd, -
1H), 7.13 (s, 1H), 7.29 (s, 1H), 7.31 (s, 1H), 7.35 (d, 1H), 7.43 (d, 1H)

In a similar manner using the appropiate indole and benzyl halide were prepared:

10 NMR (CD,SOCD;) 5 1.25 (t, 3H), 3.9 (s, 3H), 4.3 (q, 2H), 5.85 (s, 2H), 7.1-7.4 (m, 4H), 7.55
(d, 1H), 7.9 (s, 1H).
NMR (CD,SOCD;,) § 1.25 (t, 3H), 3.8 (s, 3H), 4.2 (g, 2H), 5.75 (s, 2H), 6.9 (d, 1H), 7.3-7.4
(m, 3H), 7.5 (d, 1H), 7.6 (d, 1H) - :

15 ~{3-tn - -5- v-0- i oy
NMR (CD,SOCD,) & 1.36 (t, 3H), 3.92 (s, 3H), 4.31 (q, 2H), 5.72 (s, 2H), 6.95-7.05 (m, 2H),
7.15 (d, 1H), 7.3 (s, 1H), 7.36 (d, 1H), 7.43 (s, 1H). R

-~ A V-5 v & . 0

NMR (CDCI3) & 1.39 (t, 3H), 3.91 (s, 3H), 4.33 (q, 2H), 5.7 (s, 2H), 6.82 (dd, 1H), 7.11 (d,

NMR (CDCI3) 6 1.4 (t, 3H), 3.95 (s, 3H), 4.35 (q, 2H), 5.75 (s, 2H), 7.0 94, 1H), 7.25-7.5 (m,
4H).

25 NMR (CDCI3) 5 1.36 (t, 3H), 3.94 (s, 3H), 4.31 (q, 2H), 5.69 (s, 2H), 6.82 (dd, 1H), 7.09 (d,
1H), 7.14 (s, 1H), 7.24-7.35 (m, 3H); m/z 414 (MH"). *- .

A mixture of ethyl N-(3-trifluoromethyl-4-chiorobenzyl)-5-methoxy-6-chloroindole-2-
30 carboxylate (650 mgs) and trimethylsilyliodide (0.8 ml) in chloroform (50 ml) was stirred at
50°C for 18 hours. Further aliquots of trimethylsilyliodide were added until no starting
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material remained and the reaction was then poured into methanol (100 ml).The mixture was
concentrated under vacuo and purified by column chromatography using 15% ethyl acetate /
isohexane as the eluant to yield the desired product as a white solid (276 mg, 44%); NMR
(CDCI3) & 1.36 (t, 3H), 4.31 (q, 2H), 5.75 (s, 2H), 7.0 (dd, 1H), 7.24-7.51 (m, 3H), 7.38 (d,
1H), 7.44 (d, 1H)

In a similar manner, but using ethyl N-(3-trifluoromethyl-4-fluorobenzyl)-5-methoxy-6-
chloroindole-2-carboxylate or ethyl N-(3,4-dichtorobenzyl)-5-methoxy-6-fluoroindole-2-
carboxylate or ethyl N-(3,4-dichlorobenzyl)-5-methoxy-4,6-dichloroindole-2-carboxylate or
ethyl N-(3,4-dichlorobenzyl)-5-methoxy-6-chloroindole-2-carboxylate or ethyl N-(3-
triflucromethyl-4-chlorobenzyl)-5-methoxy-6-flucroindole-2-carboxylate or ethyl N-(3-

trifluoromethyl-4-dichlorobenzyl)-5-methoxy-4,6-dichloroindole-2-carboxylate

were prepared:

53% yield. NMR (CD,SOCD,) 5 1.25 (t, 3H), 4.25 (q, 2H), 5.85 (s, 2H), 7.1-7.25 (m, 3H), 7.4
(t, LH), 7.5 (d, 1H), 7.8 (s, 1H), 9.8 (s, 1H); m/z 414 (M-H")

31% yield. NMR (CDCI3) & 1.4 (t, 3H), 4.3 (q, 2H), 5.7 (s, 2H), 6.8 (dd, 1H), 7.0 (d, 1H), 7.1-
7.3 (m, 2H); m/z 380 (M-H")

26% yield. NMR (CDCI3) & 1.35 (t, 3H), 4.31 (q, 2H), 4.98 (bd, 1H), 5.72 (s,2H), 6.96 (d,
1H), 7.01 (dd, 1H), 7.23-7.3 (m, 2H), 7.37 (d, 1H), 7.44 (s, IH);m/z 414,416 (M-I").

69% yield. NMR (CDCI3) 5 1.39 (t, 3H), 4.34 ( q, 2H), 5.65 (bs, 1H), 7.7 (s, 2H), 6.82 (dd,
1H), 7.1 (d, 1H), 7.23 (s, 1H), 7.33 (d, 1H), 7.35 (s, 1H); m/z 436, 434, 432, 430 (M-H")

[ N-{ J-trifiugrometn 3-CNIOTODEN -2-NYAraxy-4 g-gicnioroindoie-Z-CaArpox

80% yield. NMR (CDCI3) & 1.39 (t, 3H), 4.36 (q, 2H), 5.66 (s, 1H), 5.75 (s, 2H), 7.0 (dd,
1H), 7.12 (s, 1H), 7.35-7.41 (m, 2H), 7.43 (d, 1H); 466, 468 (M-H")

30 37% yield. m/z 398 (M-H")
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Method E2

(3- v]-4- -5- -6- 2.
(i) Ethyl-5-methoxy-6-bromoindole-2-carboxylate
The procedure described in method E(i)-(ii) was repeated using 3-bromo-4-methoxy aniline to
give the desired product (24% yield): '"H NMR (DMSO-d,) §1.30 (t, 3H), 3.80 (s, 3H), 4.30 (q,
2H), 7.05 (m, 1H), 7.25 (s, 1H), 7.60 (s, 1H), 11.79 (s, 1H); m/z 296.3 (M-H).
(i) Ethyl N-(3-trifluoromethyl-4-chlorobenzyl)-§-acetoxy-6-bromoindele-2-carboxylate
The procedure described in method A(i)-(iii) was repeated using the appropiate benzyl halide
to give the desired product ; '"H NMR (DMSO-d,) §1.22 (t, 3H), 2.32 (s, 3H), 4.25 (q, 2H),
5.90 (s, 2H), 7.10 (m, 1H), 7.40 (s, 1H), 7.60 (d, 1H), 7.63 (s, 1H), 7.68 (m, 1H), 8.10(s, 1H)

In a similar manner but using 3,4-dichlorobenzyl chloride was prepared :

(3-tri v]-4 -5- V- i -2- v
m/z 486.2 (M-H")
Method E3
(3- -5- v-7- -2-
(i) Ethyl N-(3-trifluoromethyl-4-chiprobenzyl)-5-benzyloxy-7 finoroindole-2-carboxvlate

The procedure described in Method E(i)-(iil) was repeated using 2-fluoro-4-benzyloxy
aniline as starting rnaterial to give the desired product (71% yieid): '"H NMR (DMSO:d.)
61.22(t, 3H), 4.25(q, 2H), 5.10(s, 2H), 5.90(s, 2H), 6.95(m, 1H), 7.15(m, 2H), 7.30-7.50(m,
6H), 7.60(m, 2H)

To a solution of Ethyl N-(3-trifluoromethyl-4-chlorobenzyl)-5-benzyloxy-7
fluoroindole-2-carboxylate (Somgs) in ethyl acetate (Sml) was added a catalytic amount of 5%
palladium on carbon and the resulting was stirred under a hydogen atmosphere for 72 hours.
The mixture was filtered and concentrated in vacuo to give the desired product (59mg):-m/z
41425 (M-H")

Example 27

This Example illustrates, but is not intended to limit, representative pharmaceutical
dosage forms of the invention as defined herein (the active ingredient being termed

“Compound X™), for therapeutic or prophylactic use in humans:
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(2)
Tablet] mg/tablel
Compound X. 100
Lactose Ph.Eur 182.75
Croscarmellose sodium 12.0
Maize starch paste (5% w/v paste) 225
Magnesium steamate 3.0
()
Tablet I mg/tablet
Compound X 50
Lactose Ph.Eur 223.75
Croscarmellose sodium 6.0
Maize starch 15.0
Polyvinylp'yrrolidone (5% wiv paste) 2.25
Magnesium stearate 3.0
(c)
Tablet III mg/tablet
Compound X 1.0
Lactose Ph.Eur 93.25
Croscarmellose sodium 4,0
Maize starch paste (5% w/v paste) 0.75
Magnesium stearate 1.0
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(d)
Capsule melcapsule
Compound X 10
Lactose Ph.Eur 488.5
Magnesium 1.5
(e)
Tnjction T (50 me/mi)
Compound X 5.0% wiv
IM Sodium hydroxide solution 15.0% viv
0.1M Hydrochloric acid to adjust pH to 7.6
Polyethylene glycol 400 4.5% wiv
Water for injection to 100%
®
Injection I1 (10 mg/ml)
Compound X 1.0% wiv
Sodium phosphate BP 3.6% wiv
0.1M Sodium hydroxide solution 15.0% viv
Water for injection to 100%
®
Injection {11 (1mg/ml. buffered to pHG)
Compound X 0.1% wiv
Sodium phosphate BP 2.26% wiv
Citric acid 0.38% wiv
Polyethylene glycol 400 3.5% wiv
Water for injection to 100%
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(h)
Aecrosol [ mg/ml
Compound X 10.0
Sorbitan trioleate 13.5
Trichlorofluoromethane 910.0
Dichlorodifluoromethane 490.0
()
Acrosoi II mg/ml
Compound X 0.2
Sorbitan trioleate 0.27
Trichlorofluoromethane 700
Dichlorodifluoromethane 280.0
Dichiorotetrafluoroethane 1094.0
()
Aerosol 111 mg/ml
Compound X 2.5
Sorbitan trioleate 3.38
Trichlorofluoromethane 67.5
Dichlorodifluoromethane 1086.0
Dichlorotetrafluoroethane 191.6
(k)
Acrosol IV mg/ml
Compound X 2.5
Soya lecithin 2.7
Trichlorofluoromethane 67.5
Dichlorodifluoromethane 1086.0
Dichlorotetrafluoroethane 191.6
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M oL -
Qintment ml
Compound X 40 mg
Ethanol 300 pul
Water 300 pl
I-Dodecylazacycloheptan-2-one 50 ul
Propylene glycol tol ml
Note:

Compound X in the above formulations may comprise a compound as illustrated in
Examples herein.

The above formulations may be obtained by conventional procedures well known in
the pharmaceutical art. The tablets (a)-(c) may be enteric coated by conventional means, for
example to provide a coating of cellulose acetate phthalate. The aerosol formulations (h)-(k)
may be used in conjunction with standard, metered dose aerosol dispensers, and the
suspending agents sorbitan trioleate and soya lecithin may be replaced by an alternative
suspending agent such as sorbitan monooleate, sorbitan sesquioleate, polysorbate 80._ _

polyglycerol oleate or oleic acid.
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TRADUCCION DEL INGLES AL CASTELLANO de la Solicitud de
Patente Briténica No.0000626.2 relacionada con:

COMPUESTOS QUIMICOS

ANEXOS: La solicimd de Patente Britinica No. 0000626.2 armriba
mencionada, Certificacion de la Oficina -de Patentes de Londres,
Inglaterra.

LA
OFICINA DE
PATENTES

LA OFICINA DE PATENTES
Concept House

Cardiff Road

Newport

South Wales

NP10 SQQ

Yo, el suscrito, como funcionario debidamente autorizado de
acuerdo con la Seccion 74(1) vy (4) de la Ley de Regulacién y
Contratacién de 1994, para firmar y expedir certificaciones a nombre del
Contralor General, por medio de la presente certifico que se encuentra
anexa una fiel copia de los documentos tal como fueron originalmente
presentados, en conexién con la solicitud de patente identificada en ella.

De acuerdo con las Normas de Patentes de 1982 (Re-registro de
Compafiias), si una compafiia nombrada en esta certificacion y
cualesquiera documentos que la acompafian ha sido re-registrada bajo la
Ley de Compatiias de 1980 con el mismo nombre a aquel con el que fue
regisirada inmediatamente antes del re-registro, salvo por la sustitucién, o
Ia inclusién en la Gltima parte del nombre de las palabras “compaflia
publica limitada” o sus equivalentes en Galés, las referencias at nombre de
la compafifa en esta certificacion y cualesquiera documentos que la
acompaiian seréin tratadas como referencias al nombre con el cual ésta asi
se re-registra.

De acuerdo con las normas, las palabras “compafiia piblica
limitada™ pueden reemplazarse por p.Lc., P:L:C: o PLC.
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El re-registro bajo Ia Ley de Compaliias no constituye una nucva
entidad legal sino que meramente somete la compafifa a algunas normas
adicionales de la Ley de Compatiias.

Firmado (ILEGIBLE)
Fechado 24 NOV 2000

SELLO EN RELIEVE ADHERIDO CON CINTA
Agencia Ejecutiva del Departamento de Comercio e Industria

GB0000626.2
En virtud de una directriz dada bajo la Seccién del Acta de Patentes 1977,
1a solicitud procede a nombre de
ASTRAZENECA AB.
S-151 85 Sodertalje
Suecia (ADP No. 07822448003)
Forma 1/77
La
Oficina de
Patentes

Solicitud para la concesién de una patente
Ver notas en la parte posterior de esta forma

SELLQ DE RADICACION DE LA OFICINA DE PATENTES (llegible)

1. Su Referencia PHM 00-002

2. Nimero de Solicitud de Patente 0000626.2
(La Oficina de Patentes llenard en esta parte)

3. Nombre completo, direccién AstraZeneca UK Limited

y cddigo postal de los o de cada 15 Stanhope Gate
solicitante (swbrayar todos los London, WTY 6LN
apellidos)

Nimero ADP de Patentes 6254007002
(si lo conoce)

Si el solicitante es un nombre
corporativo, proporcione el
pais/estado de incorporacién Reino Unido



4. Titulo de 1a Invenci6n: COMPUESTOS QU{MICOS

5. Nombre del agente (si tiene unc) Bill Kevin

“Direccién para servicio” en el
Reino Unido a la cual se debe
enviar la correspondencia
(inchuyendo el codigo postal)

Global Intellectual Property
AstraZeneca PLC
Mereside, Alderley Park,
Macclesfield, Cheshire
SK10 4TG, GB.

Nimero ADP de Patentes (si tiene uno) 446984700

6. Si estd usted reivindicando
prioridad de una o m4s solicitudes
previas de patente, proporcione

el pais y la fecha de presentacion
de las o de cada una de estas
solicitudes previas el o los nimeros
de solicitud

Pais Numero de la solicitud de prioridad ~ Fecha de presentacién
(si lo conoce) (dia/mes/afio)

7. Si esta solicitud se divide o se

deriva de alguna otra forma de

una solicitud previa del Remno

Unido proporcione ¢l mimero y

la fecha de presentacién de la

solicitud previa

Nimero de solicitud previa Fecha de presentacién
(dia/mes/afio)

8. Se requiere de una declaracion de
inventoria o de derecho a la concesion

de patente como soporte de esta solicitud?
(conteste “SI" si:

a) si cualquiera de los solicitantes nombrados
en la parte 3 no es inventor, 0

b) hay un inventor que no ha sido nombrado



como solicitante, o
¢) cualquier solicitante mencionado es un

CUETPO COrporativo.
Ver nota (d))

9. Coloque el ntmero de hojas para cada uno de los tipos siguientes de
documentos contenidos en esta forma. No cuente las copias del mismo
documento.

Hojas de continuacién para esta forma -
Descripcion 43
Reivindicacién(es) 0
Extracto 0
Dibujo(s)

10. Si usted también estd presentando algunos de los signientes
documentos establezca cuantos de cada uno
Documentos de prioridad -
Traducciones de los documentos de prioridad -
Declaracion de invemtoria y Derecho de concesién -
(Forma 7/77 de Patentes)
Solicitud de examen y bisqueda preliminar -
(Forma 9/77 de Patentes)
Solicitud de examen sustantivo -
(Forma 10/77 de Patentes)
Cualquier otro documento -
Por favor especifique

11. Yo/Nosotros Solicito/Solicitamos la concesién de una Patente sobre 1a
base de esta solicitud
Firma Lynda M. Slack (firmado) Fecha 12 Jynio 2000
Firma Autorizada por AstraZeneca UK Limited

12. Nombre y niimero de teléfono

durante el dia de una persona para
contactar en ¢l Reino Unido  Linda M. Slack Tel. 01625 516173

Advertencia

Después de que se ha presentado una solicitud de Patente, el Contralor
de la Oficina de Patentes considerard si deberd prohibirse o restringirse
la publicacidn o comunicacion bajo la Seccidn 22 del Acta de Patentes
de 1977 e informard al solicitante si es necesaria dicha prohibicién. Se
advierte ademds a los solicitantes residentes en el Reino Unido que de
acuerdo con la Seccidn 23 no se pueden presentar solicitudes en el

o

I



y

extranjero sin previa autorizacion escrita a menos que una solicitud
haya sido presentada no menos de 6 semanas previas en el Reino Unido,
para una Patente para la misma invencién y no se haya proferido
directriz prohibiendo la publicacion o comunicacién, o cualquier
directriz en tal sentido haya sido revocado.

Notas

a)  Si necesita ayuda para llenar esta forma o tiene algunas preguntas,
por favor contacte a 1a Oficina de Patentes al 06545 500505

b)  Escriba sus respuestas en mayisculas utilizando tinta negra o puede
mecanografiarias.

c) Si no tiene suficiente espacio para todos los detalles relevantes en
cualesquier parte de esta forma, por favor continiie sobre una hoja
separada de papel y escriba “ver hoja de continuacién™ en la(s)
parte(s) relevante(s). Cualquier hoja de contimacion debe anexarse
a esta forma.

d)  Siusted ha contestado “SI” debe llenar 1a Forma de Patentes 7/77

e¢) Una vez haya llenado la forma debe recordar firmaria y fecharia.

f)  Para detalles de los impuestos y formas de pago por favor contacte
a la Oficina de Patentes.

COMPUESTOS QUIMICOS

La presente invencidn se relaciona con compuestos anti
inflamatorios que actian via antagonismo del receptor CCR2, (también
conocido como el receptor MCP-1), llevando entre otros a la inhibicién de
Monocyte Quimioatrayente Protein-1 (MCP-1). Estos compuestos
contienen una fraccién indole. La invencién se relaciona adicionalmente
con composiciones farmacéuticas que los contienen, procesos para su
preparacién, intermediarios ttiles en su preparacién y su utilizacién como
agentes terapéuticos.

El MCP-1 es un miembro de la familia de quimioquinas de
protefnas pro-inflamatorias que median la quimiotaxis y activacién de
leucocitos. El MCP-1 es una quimioquina C-C la cual es una de las mis
potentes y selectivas células T y quimioatrayentes monocitos y agentes de
activacién conocidos. El MCP-1 ha sido implicado en la patofisiologia de
un gran nimero de enfermedades inflamatorias incluyendo artritis
reumatoide, nefritis glomerular, fibrosis de pulmén, restenosis (Solicitud
de Patente Internacional WO 94/09128), alveolitis (Jones y otros, 1992, J
Immunol, 149, 2147) y asma. Otras 4reas 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

)
W



/ (\\\’5

(Deleuran y otros, 1996, J Dermatological Science, 13,. 228-236),
reacciones de hipersensibilidad del tipo retrasado de la piel, enfermedad
de baso inflamatorio (Grimm y otros, 1996, J Leukocyte Biol, 59,. 804-
812), esclerosis muiltiple y trauma cerebral (Berman y otros, 1996, J
Immunol, 156,. 3017-3023). Un mhibidor MCP-1 puede también ser til
para tratar ataques cardiacos, heridas de reperfusién, isquemia, infarto del
miocardio y rechazo de trasplantes.

El MCP-1 actiia 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 “efectos 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 actian a través del receptor CCR2.

Los solicitantes han encontrado una clase de compuestos que
contienen una fraccién indolo que tiene Wtil actividad inhibitoria contra
MCP-1. La Solicitud de Patente Internacional, Publicacion No. WO
99/07351 divulga una clase de indoles con actividad inhibitoria de MCP-
1. Esta solicitud se basa en el 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
miveles de sangre y/o biodisponibilidad y/o solubilidad.

De acuerdo con lo anterior, la presente invencién proporciona un

compuesto de la férmula (I):
(ver frmula en |a pigina 2 del original traducido)
donde:

R! es hidrogeno, halo o metoxi;

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

R3 es un grupo halo o un grupo triflucrometil;

R* es un grupo halo o un grupo triftuorometil;

R? es hidrégeno o halo;

RS es hidrogeno o halo;

teniendo en cuenta que cuando R’ y R® son ambos hidrogeno, y
uno de R®

o R* es cloro o fliior, entonces el otro no es cloro o fitor;

o una sal farmacéuticamente aceptable o prodroga de él

En esta especificacion el término "alquil” incluye grupos alquil
tanto de cadena recta como ramificada pero las referencias un grupos
alquil individuales tales como "propil" especfficas tnicamente a la
version de cadena recta. El término "halo” se refiere a flior, cloro, bromo
e iodo.
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Adecuados ejemplos de R! son hidrégeno, flior, cloro, bromo, yodo
o metoxi. Preferiblemente R' es hidrégeno, flior o cloro, y mis
preferiblemente R' es hidrogeno. :

Particulares ejemplos de R? son hidrogeno, fitior, cloro, bromo,
iodo, metil, etil 0 metoxi. Adecuadamente R? es hidrogeno, cloro, bromo,
iodo o metoxi, y preferiblemente R? es hidrégeno.

En una modalidad, R* y R® son ambos hidrogeno. En este caso,
cuando R* es trifluorometil, R? es adecuadamente un grupo cloro, flior,
bromo o iodo, preferiblemente un grupo cloro, flior o0 bromo, y mas
preferiblemente cloro o fldor.

Alternativamente, donde R®> y R® son ambos hidrégeno, R? es
trifluorometil, y R* es halo tal como flior, cloro, bromo o iodo, y
preferiblemente cloro o fliior y mids preferiblemente cloro.

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 fliior, cloro o bromo, y més preferiblemente aiin flGor
cloro. Particulares ejemplos son casos donde R® y R* son ambos cloro,
R® y R* son ambos fliior. Una alternativa adicional es una donde uno de R®
o R* es cloro y el otro es fhior.

Adecuadamente R’ es hidrégeno, fliior, cloro o bromo, y
preferiblemente R’ es hidrégeno. Un valor adicionalmente preferido para
R? es por ejemplo, fltor.

Adecuadamente R® es hidrégeno, flGor, cloro o bromo.
Preferiblemente RS es hidrégeno o flior, y més preferiblemente aim
ndrégeno.

En un aspecto preferido de la invencién se proporciona un
compuesto de la férmula (IA):

(ver férmula en 1a pigina 3 del original traducido)
o una sal farmacéuticamente aceptable o prodroga de ella, donde R!, R?y
R‘sontalcomosedeﬁmbm’ba.meen‘blementeR‘yR’sonhldrbgeno
Preferiblemente R* es cloro o fitior.

En un adicional aspecto preferido de la invencitn se proporciona un
compuesto de la férmula I o una sal farmacéuticamente aceptable
prodroga de ella donde R', R? y R* son tal como se defini6 arriba, R es
triffuorometil, R es halo y R es hidrégeno. Preferiblemente R! y R? son



hidrégeno. Preferiblemente R* es cloro o flGor, especialmente cloro.
Preferiblemente R* es fliior.

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

Tabla

Ejemplol R1 | R2 | R3 R4 RS R6
1 H H | Ch Cl H H
2 H H F CF; 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 | CFK Cl H H
9 F | H | CRh | F F H
10 Cl H C Cl Cl H
11 H Br | CF; F H H
12 H Br | CF Cl H H
13 H Br { Cl | CF H H
14 H Cl F CF; H H
15 H I F CF; H H
16 H |CH0| CF; Cl H H
17 | H | H |CRh | F Cl H
18 H H | CF Cl Cl H
19 H H | CF Cl H H
20 H H | Ch | C Br H
21 H H Cl C Br H
22 H | H | Ch | C F H
23 H H C Cl F H
24 H H Cl Cl Cl H
25 | a | H|Ch ]| C H H
26 a H | Ch | G Cl H

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

También debe entenderse que algunos compuestos de la formula (I)
pueden existir en formas solvatadas as{ como formas no solvatadas tales
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como, por ejemplo, formas hidratadas. Debe entenderse que la invencién
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 Activacién, Normal T-
célula Expresada y Secretada) es otra quimioquina de la misma familia de
MCP-1, un perfil biolégico 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, se proporciona compuestos con propiedades
particularmente Wtiles. Como resultado, estos compuestos pueden
utilizarse para tratar enfermedades mediadas por estos agentes, en
particular enfermedad inflamatoria.

Adecuadas sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de
1a férmula (I) incluyen sales base tales como una sal de metal alcalino por
ejemplo sodio, una sal de metal alcalinotémreo por gjemplo calcio o
magnesio, una sal de amina orgénica por ejemplo trietilamina, morfolina,
N-metilpiperidina, N-etilpiperidina, procaina, dibencilamina, N,N-
dibenciletilamina o aminoédcidos por ¢jemplo lisina. En ofro aspecto,
donde el compuesto es suficientemente basico, sales adecuadas incluyen
sales de adicién édcida tal como metanosulfonato, fumarato, hidrocloruro,
hidrobromuro, citrato, maleato y sales formadas con 4cido fosférico y
sulfirico. Puede haber mads de un catin o anién dependiendo del niimero
de funciones cargadas y la valencia de los cationes o aniones. Una sal
farmacéuticamente aceptable preferida es una sal de sodio.

Varias formas de prodrogas son conocidas en el arte. Para ejemplos
de dichos derivados de 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 otros, Boletin de Quimica Farmacéutica, 32, 692
(1984).
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Ejemplos de dichas prodrogas son ésteres penetrables en vivo de un
compuesto de la invencién, Un éster penetrable en vivo de un compuesto
de la 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 4cido padre. Adecuados ésteres aceptables
farmacéuticamente para carboxi incluyen ésteres C,alquil, por ejemplo
metil o etil; ésteres C, salcoximetil, por ejemplo ésteres metoximetil; C; ¢
alcanoiloximetil, por ejemplo pivaloiloximetil; ésteres ftalidil; ésteres Cs
scicloalcoxicarboniloxiCy.salquil, por ejemplo 1-ciclohexilcarboniloxietil,
ésteres 1,3-dioxolan-2-ilmetil, por ¢jemplo 5-metil-1,3-dioxolan-2-ylmetil;
ésteres C,salcoxicarboniloxietil, 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 en los
compuestos de esta invencién. Un éster penetrable en vivo de un
compuesto de 1a invencién que contiene un grupo hidroxi es, por gjemplo,
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 aminometil o N- sustituido mono- o di- Cgalquil
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 imvencién. Ejemplos de dichas amidas
penetrables en vivo incluyen una N-C)¢alquilamida y wna 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 compuestos de la formula (II):

(ver formula de la pagina 7 del original traducido)

donde R3, R%, R® y R® son tal como se definié en relacién con la formula
, R‘escarbonomaformaprotegldadeél,yR"uhldrégenoom
adecuado grupo de proteccién hidroxi, con un compuesto de férmula (I1II):
(ver formula de 1a pégina 7 del original traducido)

donde R? y R* son tal como se definié en relacion con la formula () y L es
un grupo desplazable; y posteriormente si s necesario:

i) convertir un compuesto de la fdrmula (I) en otro compuesto de la
férmula (I);
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(ver formula de la pagina 7 del original traducido)
ii)  retirar cualesquier grupos de proteccitn; 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 (II) se reaccionan
adecuadamente conjuntamente en un solvente orgdnico inerte tal como
N, N-dimetilformamida, diclorometano o acetonitrilo en presencia 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 horas.

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

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

(verférmuﬂadelapd%msdeloﬁginalmducido)

donde R}, R, R® y R® son tal como se definié arriba con un compuesto de
la férmula (V)

(ver férmula de la pagina 8 del original traducido)

donde R® y R°® se seleccionan independientemente a partir de C,.4alquil.

Los compuestos de la formula (IV) y (V) se reaccionan
adecuadamente conjuntamente bajo condiciones de reaccién Reissert tal
como en un solvente inerte (tal como tetrahidrofurano), en presencia de
una base (tal como etéxido de potasio), a un rango de temperaturade 15 a
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 &cido orgénico (tal como écido acético) y un catalizador
de metal de transicion (tal como 0% Pd/C) y se agrega ciclohexeno. La
mezcla puede entones calentarse 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 la formula (II) donde R® es -COsR.

R°y R" son adécuadamente C; 4alquil, preferiblemente metil o etil.
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Alternativamente, los compuestos de la formula (II) pueden
prepararse reaccionando un compuesto de la formula (VI):
(ver formula de la pigina 9 del original traducido)
donde R, R?, R® y RP son tal como se definié arriba, con un compuesto de

la f6rmula (VID):
donde R%es C;alquil.

Adecuadamente R es C1-4alquil, preferiblemente metil o etil.

Los compuestos de la formula (VI) y (VII) se reaccionan
adecuadamente conjuntamente bajo condiciones de Fischer tal como con
un 4cido orgénico (tal como #cido 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 4cido fuerte (tal como 4cido polifosférico) 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 férmnula (IT)
donde R? es hidrégeno. Entonces, si se desea, R puede convertirse
opcionalmente en ofro valor de R? como se definié en la formula (I)
utilizando técnicas conocidas en Ia literatura.

En una alternativa preferida, los compuestos de la férmula (IT) se
obtienen mediante ciclizacion de un compuesto de la férmula (VIIT)
(ver formula de 1a pagina 9 del original traducido)
donde R, R®, R® y R? son tal como se defini6 arriba.

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

(ver formula de a pégina 10 del original traducido)
donde R', R? y R son tal como se definié arriba, con un compuesto de
férmula (X)

(ver formula de la pagina 10 del original traducido)

donde R® es tal como se defini6 amba. La reaccion se cfectia
adecuadamente en un solvente orgénico tal como un alcohol, en particular
metanol, en presencia de una base tal como alcéxido de metal alcalino, en
particular metdxido de sodio. Moderadas temperaturas de desde -30 a
20°C se emplean adecuadamente.

En ain una adicional modificaciém, los compuestos de la formula
(II) se preparan mediante ciclizacion de un compuesto de la férmula (XI)
(ver formula de 1a pagina 11 del original traducido)
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donde R! y R® son como se definié arriba, R’ es alquil, tal como metil, y
R® es un grupo de proteccién carboxi tal como alquil, en particular metil.

La ciclizacién se efectia adecuadamente bajo condiciones de Japp
Klingemann, calentando una solucién del compuesto en un solvente
orginico tal como tolueno y un dcido adecuado, tal como écido sulfénico
p-tolueno.

Los compuestos de la formula (XI) se preparan adecuadamente
reaccionando un compuesto de la férmula (XIT)
(ver formula de la pégina 11 del original traducido)
donde R', R®, R* y R son como se definié arriba, con un compuesto de la
formula (XIIT)
(ver formula de la pégina 11 del original traducido)
donde R’ y R® son como se definieron en relacion con la férmula (XI). El
compuesto de la formula (XII) se disuclve adecuadamente en un icido
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
de una solucién de una base tal como un hidréxido de metal alcalino, por
ejemplo una solucién acuosa de hidréxido de sodio.

Loscompuestosdelafélmula(ﬂf)(l\')(v).(VI)(Vﬂ)(DOG{)
y (XII) son conocidos o estin comercialmente dispomibles o son

pmparadosmedmnteprocesoseonocldos-elmemedmntemampulmén
estindar de materiales comercialmente disponibles o conocidos.

Seapueciarémnbiénquaalglmasdelasreaccionesmenciomdas
aqui puede ser necesario/deseable proteger cualesquier grupos semsibles
en los compuestos. Las instancias donde es necesaria 0 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 aqui mencionadas.

Un adecuado grupo de proteccién para wm grupo hidroxi es, por
ejemplo, un grupo acilo, por ejemplo un grupo alcanoil tal como acetil, un
grupo aroil, por ejemplo benzoil, 0 un grupo arilmetil, por ejemplo bencil.
Las condiciones de desproteccion para los grupos de proteccién de arriba
variarén necesariamente con la escogencia del grupo de proteccién. Asi,
por ejemplo, un grupo acilo tal como un grupo alcancil aroil puede
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retirarse, por ¢jemplo, 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 hidrogenaciéon sobre un catalizador tal
como paladio sobre carbono.

Un adecuado grupo de proteccién para un grupo carboxi es, por
ejemplo, un grupo de esterificacién, por ejemplo un grupo metil o un etil
que puede retirarse, por ejemplo, mediante hidrélisis con una base tal
como hidréxido de sodio, o por ejemplo un grupo t-butilo que puede
retirarse, por ¢jemplo, mediante tratamiento con un acido, por ejemplo un
dcido orgénico tal como 4cido trifluoroacético, o por ejemplo un grupo
bencilo el cual puede retirarse, por gjemplo, mediante hidrogenacion sobre
un catalizador tal como paladio sobre carbono.

Los grupos de proteccién pueden retirarse en cualquier etapa
conveniente la sintesis utilizando técnicas convencionales bien
conocidas en el arte quimico.

Algunos de los intermediarios descritos aquf pueden ser novedosos,
por ejemplo intermediarios de la formula (I), y como tales se
proporcionan como una adicional caracteristica de 1a invencién.

Cuando se requiere una sal farmacéuticamente aceptable de un
compuesto de Ia férmula (I), ésta puede obtenerse, por ejemplo, mediante
12 reaccién de dicho compuesto con el dcido apropiado (et cual logra un
anién fisioldgicamente aceptable), o con la base apropiada (que lleva a un
catién fisiolégicamente aceptable), o por cualquier otro procedimiento
convencional de formacién de sal.

De acuerdo con un adicional aspecto de 1a invencion se proporciona
una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de la formula
(I) tal como se define anteriormente aqui o una sal farmacéuticamente
aceptable o prodroga de él, en asociacién con un excipiente o portador
farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones de la invencién pueden estar en una forma
adecuada para uso oral (por ejemplo como tabletas, comprimidos,
capsulas duras o blandas, suspensiones acuosas o aceitosas, emulsiones,
polvos dispersables o grinulos, jarabes o elixires), para uso tépico (por
¢jemplo como cremas, ungiientos, geles, o soluciones o suspensiones
acuosas o aceitosas), para administracion por inhalacion (por ejemplo
como un polvo finamente dividido o um aerosol liquido), para
administracién por inhalacién (por ejemplo como un polvo finamente



dividido) o para administracién parenteral (por ejemplo como una solucién
estéril acuosa o aceitosa para dosificacion intravenosa, subcutdinea,
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,
un0o © més agentes colorantes, edulcorantes, saborizantes y/o
preservativos.

Adecuados excipientes farmacéuticamente aceptables para una
formulacién en tabletas incluyen, por ejemplo, diluyentes inertes tales
como lactosa, carbonato de sodio, fosfato de calcto o carbonato de calcio,
agentes de granulacién y desintegracién tales como almidén de maiz o
dcido algénico; agentes de enlace tales como almidén, agentes lubricantes
tales como estearato de magnesio, dcido estedrico o talco; agentes
preservativos tales como etil o propil p-hidroxibenzoato, y anti oxidantes,
tales como édcido ascorbico. Las formulaciones en tableta pueden ser no
revestidas o revestidas ya sea para modificar su desintegracién y la
subsecuente absorcién del ingrediente activo denmtro del tracto
gastrointestinal, o para mejorar su estabilidad y/o apariencia, en cualquier
caso, utilizando agentes de revestimiento convencionales y procedimientos
bien conocidos en el arte.

Las composiciones para uso oral pueden estar en forma de cépsulas
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 generalmente el ingrediente
activo en una forma finamente en polvo conjuntamente con uno 0 mas
agentes de suspensién, tales como carboximetilcelulosa de sodio,
metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, alginato de sodio, polivinil-
pirrolidona, goma tragacanto y goma acacia; agentes de dispersion o
humectantes tales como lecitina o productos de condensacion de un dxido
de alquileno con 4cidos grasos (por ejemplo estearato de polioxietileno), o
productos de condensacion de éxido de etileno con alcoholes alifiiticos de
cadena larga, por ejemplo heptadecaetilenoxicetanol, o productos de
condensacion de éxido de etileno con ésteres parciales derivados de
écidos grasos y un hexitol tal como monooleato de sorbitol polioxietileno,



o productos de condensacién de éxido de etileno con alcoholes alifiiticos
de cadena larga, por ejemplo heptadecaetilenoxicetanol, o productos de
condensacién de 6xido de etileno con ésteres parciales derivados de
dcidos grasos y un hexitol tal como monooleato de sorbitol polioxietileno,
o productos de condensacién de 6xido de etileno con ésteres parciales
derivados de dcidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo
monooleato de sorbitan polietileno. Las suspensiones acuosas pueden
también contener uno o mais preservativos (tales como etil o propil p-
hidroxibenzoato, anti oxidantes (tales como #cido 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) 0 en un aceite mineral
(tal como parafina liquida). Las suspensiones aceitosas pueden también
contener un agente espesante tal como cera de abejas, parafina dura
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 suspensién acuosa mediante la adicién de agua contienen
generalmente el ingrediente activo conjuntamente con un agente de
dispersion o humectante, un agente de dispersion y uno o mis
preservativos. Adecuados agentes de dispersién o humectantes y agentes
de suspensién 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 ejemplo parafina liquida o una mezcla de
cualquiera de éstos. Adecuados agentes emusificantes pueden ser, por
ejemplo, gomas que se presentan naturalmente fales como goma acacia
goma tragacanto, fosfiitidos que se presentan naturalmente tales como
frijol de soya, lecitina, ésteres o ésteres parciales derivados de dcidos
grasos y anhidridos de hexitol (por ejemplo monooleato de sorbitan) y
productos de condensacién de los dichos ésteres parciales con dxido de
etileno tal como monooleato de sorbitan de polioxietileno. Las emulsiones
pueden también contener agentes edulcorantes, saborizantes y
preservativos.
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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, la cual puede formularse de acuerdo com los procedimientos
conocidos utilizando uno o més 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 suspension estéril inyectable un diluyente o solvente no téxico
parenteratmente aceptable, por ejemplo una solucién en 1,3-butanodiol.

Formulaciones en supositorio 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 ejemplo, mantequilla de mani y polietilenglicoles.

Formulaciones tdpicas, tales como cremas, ungiientos, geles y
soluciones o suspensiones acuosas O aceitosas, pueden obtenerse
generalmente formulando un ingrediente activo com un wvehiculo 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
didgmetro promedio de, por ejemplo, 30 p 0 mucho menos, el polvo mismo
que comprende ya sea ingrediente activo solo o diluido con uno o mis
portadores fisiolégicamente 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 insuflacién 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
liquidas o sélidas finamente divididas. Los propulsores de aerosol
convencionales tales como hidrocarburos volétiles fluorizados o
hidrocarburos pueden utilizarse y el dispositivo en aerosol se coloca
convenientemente para suministrar tna cantidad medida de ingrediente
activo.
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Para adicional informacién sobre la Formulacién el lector debe
referirse al Capitulo 25.2 en el Volumen 5 de Quimica Medicinal
Comprehensiva (Corwin Hansch; Chairman of Editorial Board), Pergamon
Press 1990.

La cantidad de ingrediente activo que se combina con uno o mds
excipientes para producir una unica forma de dosificacion variard
necesariamente dependiendo del huésped tratado y la ruta particular de
administracién. Por ejemplo, una formulacién pretendida para
administracién oral a humanos contendrd generalmente, por ejemplo,
desde 0,5 mg a 2 g de agente activo compuesto con una cantidad
apropiada y conveniente de excipientes que pueden variar desde alrededor
de 5 hasta alrededor de 98 por ciento en peso de la composicién total. Las
formas unitarias de dosificacién contendrén 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
Quimica Medicinal Comprehensiva (Corwin Hansch; Chairman of
Editorial Board), Pergamon Press 1990.

El tamafio de la dosis para propdsitos terapéuticos o profilacticos de
un compuesto de la férmula I variarin 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 tGtiles en el tratamiento de enfermedades o condiciones
médicas que se debem solas o en parte a los efectos de MCP-1 y/o
RANTES, por ejemplo, artritis reumatoide.

Utilizando un compuesto de la formula I con propdsitos
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 requiere en dosis divididas. En general
menores dosis se administrardn cuando se emplea una ruta parenteral.
Consecuentemente, por ejemplo, para administracién intravenosa, una
dosis en el rango, por ejemplo, de 0,5 mg s 30 mg por kg de peso corporal
se utilizari generalmente. Similarmente, para administracién por
inhalacién, una dosis en el rango de, por ejemplo, 0,5 mg a 25 mg por kg
depesocorpomlselmhmé.Laadmmsm(momlsepreﬁeream

embargo.

De acuerdo con un adicional aspecto de la presente invencién sec
proporciona un compuesto de la férmula (I) o una sal farmacéuticamente
aceptable o prodroga de ella, como se define aquf anteriormente para uso

y
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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 la férmula (1)
" o una sal farmacéuticamente aceptable o prodroga o una composicién
farmacéutica de ella, como se describe arriba.

Una adicional caracteristica de la presemte invencién es un

compuesto de la férmula (I) y sal farmacéuticamente aceptable o prodroga
de €1, para uso como un medicamento.

Convenientemente éste es un compuesto de la férmula (I), o una sal
farmacéuticamente 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 com un adicional aspecto de la
invencién se proporciona el uso de un compuesto de la férmula (I) o una
sal farmacéuticamente aceptable o prodroga de él, en la fabricacién de un
medicamento para uso en antagonizar 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 caracterfstica de la invencién se
proporciona un método de antagonizar un efecto mediado de MCP-1 en un
animal de sangre caliente, tal como un ser humano, en necesidad de dicho
tratamiento el cual comprende administrar a dicho animal una cantidad
efectiva de un compuesto de la formula (1) o una sal farmacéuticamente
aceptable o prodroga de él, como se define aqui anteriormente.

Prueba Biologica

Los siguientes métodos de prueba bioldgica, datos y Ejemplos sirven
para ilustrar |a presente invencion.
Abreviaturas:
ATCC American Type Culture Collection, Rockville, USA.
BCA dcido bicincroninico, (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 oveja fetal
HEPES (N-[2-Hidroxietil]piperazina-N'-[2-dcido etanosulfémico])
HBSS Solucién de Sal Balanceada de Hank
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hMCP-1  Monocyte Quimioatrayente Protein-I Humana
PBS Salina de fosfato amortiguada
PCR Reaccién en cadena de polimerasa

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-dcido aspértico, 1 330 mg/l; L-4cido
glutdmico, 1 470 mg/l; Glicina, 750 mg/l; L-Proline, 1 150 mg/l y; L~
Serine, 1 050 mg/1.

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 utg/ml.

Células de Linea de células monocitica 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;).4H;0 100 mg/l; KCI 400
mg/I; MgS0,.7H,0 100 Mg/I; NaCl 6000mg/l; NaHCO; 2000 mg/1 &
Na2HP04 (anhyd) 800 mg/1], D-Glucose 2000 mg/1, giutationa reducida 1
mg/l, aminodcidos 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’-4cido 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 NHCI, 10 mM KHCO;,
1mM EDTA
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Amortiguador de Enlace Total de Células es 50 mM HEPES, 1 mM
CaCl,, 5 mM MgCl,, 0,5% BSA, 0,01 % NaN;, ajustado a pH 7,2 con IM
NaOH.

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

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

i 1 1 CP-1

El receptor MCP- 1 B (CCR2B) CDNA se clon6é mediamte PCR de
TBP-1 célula RNA utilizmdo adecuados precursores oligonucleétidos
basados en las secuencias publicadas de receptor MCP-1 (Charo y otros,
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 II-
Not I en el vector de expresién eucariético pCDNA3 (InVitrogen) para
generar pPCDNA3/CC-CKR2A y pCDNA3/CCR2B respectivamente.

pCDNA3/CCR2B DNA lincada se transfectd en células CHO-KI
mediante precipitacién de fosfato de calcio (Wigler y otros, 1979, Cell,
16, 777). Las células transfectadas se seleccionaron mediante la adicién
de Sulfato de geneticina (G418, Gibco BR-L) a 1 mg/ml, 24 horas después
de que las células han sido transfectadas. La preparacién de RNA y

. manchado Nortefio se llevd a cabo como se describe previamente

(Needham y otros, 1995, Prot. Express. Purific., 6, 134). CHO-KI clone
7 (CHO-CCR2B) se identificé como el mayor expresor receptor MCP-1
B.

Células CHO-CCR2B crecieron en DMEM suplementado con 10%
de suero fetal de oveja, 2mM glutamina, 1x Aminodcidos No Esenciales,
Ix Hipoxantine y Tymidine

Suplemento y Penicillin-Streptomycin (a 50 pg de estreptomicina/mi,
Gibco BRL) Fragmentos de Membrana se prepararon utilizando métodos
de células de lisis/centrifugacitn diferencial como se describe previamente
(Siciliamo y otros, 1990, J BioL Chem., 265, 19658). La concentracién de
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proteinas se estimé mediante ensayo de proteina BCA (Pierce, Rockford,
Tllinois) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

iii) Ensayo

1251 MCP-1 se prepard utilizando la conjugacién de Bolton y Humter
(Bolton y otros, 1973, Biochem. J, 133, 529; Amersham International pic].
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 de '*I-etiquetado MCP- 1 se agregaron a 7 pg de
membranas purificadas de células CHO-CCR2B en I 100 pl de
Amortiguador de Enlace. Después de 1 hora de incubacién a temperatura
ambiente 1as mezclas de la reaccion de enlace se filtraron y lavaron 5
veces a través de un lavador de placa (Brandel MLR-96T Célula
Harvesher)uﬁlimdoAmorﬁguadordeEnlaceﬁioconhielo.Mau'acesde
filtro (Brandel GF/B) se remojaron previamente durante 60 minutos en
0,3% de polietilenimina antes del uso. Después de 1a filtracién los filtros
mdividuales se separaron en tubos de 3,5 ml (Sarstedt 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 P]-etiquetado MCP-1 en presencia de variables concentraciones de
MCP-1 no etiquetado. Enlace no especifico se determiné mediante la
inclusién de un exceso molar de 200 pliegues de MCP-1 no etiquetado en
Ia reaccion.

Los estudios de enlace de higando 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
(ICsxo = 110 pM, K4, =120 PM). La unién a estas membranas era
completamente reversible y alcanz el equilibrio después de 45 minutos a
temperatura ambiente, y hubo una relacion lineal entre el enlace MCP-1 y
la concentracion 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 ul) se probaron en
n competicion con 100 pM etiquetado MCP-l en un rango de
concentracién (0,01-50 pM) en duplicado utilizando curvas de respuesta
de dosis de ocho puntos y concentraciones ICs, se calcularon.

Los compuestos probados de 1a presente invencién tuvieron valores
ICso de 50 uM o menos en el ensayo de enlace de receptor hMCP-1
descrito aqui.

b)  Flujo de MCP-1 mediado de calcio en células THP-1

VA



&

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 glutamine y Penicillin-Streptomycin (a 50 pg
estreptomicina/ml, Gibco BRL). Las células THP-1 se lavaron en HBSS
(lacking Ca®* y Mg ) + 1 mg/ml BSA y resuspendieron en el mismo
amortiguador a una demsidad 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 10° células/ml. La
suspensién de células TBP-1 (0,9 ml) se agregé 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 coloc6 en un espectofotémetro de florescencia
(Perkin Elmer, Norwalk, CT) y se incubé previamente durante 4 minutos a
37°C con agitacién. La florescencia se registré durante 70 segundos y las
células se estimularon mediante adicién 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 la 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
calcul6 y distribuyé para dar y estimar el citoplésmico [Ca 2* } de acuerdo

1a ecuacién:-

[Ca?']i =K4 (R-Rmin) (S£2/Sb2)

(Rmax-R)

donde el K4 para complejo FURA-2Ca?* a 37°C se tom6 como 224nm.
Ruex, €8 12 mixima relacién de florescencia determinada después de la
adicién de 10mM Ionomycin, Ry, es 1a relacion minima determinada por
la subsecuente adicién de una solucién libre de Ca?* que contiene 5 mM
EGTA, y S£2/Sb2 es 1a relacién de los valores de florescencia a 380 nm de
excitacion determinada a Ryin Y Ruax, respectivamente.

La estimulacién de células THP-1 con hMCP-1 induce una répida,
elevacion transiente en [Ca?']i en una manera especifica y dependiente do
1a dosis. Las curvas de respuesta de dosis indicaron un ECsy aproximado
de 2 nm. Los compuestos de prueba disueltos DMSO (10ul) se
probaron para inhibicidn de liberacién de calcio agregindolas a la
suspensién de células 10 segundos antes de la adicién de ligando y
midiendo la reducci’n en la elevacién transiente [Ca*]i. Los
compuestos de prueba también se probaron en cuanto a falta de actividad
agonista mediante adicion en lugar de hMCP-1.

¢)  quimiotaxis mediada hMCP-1 y RANTES.

Los ensayos in vitro de quimiotaxis se Ilevaron 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 par conteo Coulter o indirectamente
mediante el uso de un ensayo de viabilidad colorimétrico midiendo la
penetraciéon de una sal de tetrazolo mediante la cadena respiratoria
mitocondrial (Scudiero D.A. y otros 1988, Céincer 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
de policarbonato libre de PVP de 5 um de tamafio de poros (serie
NeuroProbe MB, Cabin John, MD 20818, USA) de acuerdo con las
mstrucciones del fabricante. Elqmmmatmyentesedﬂuybcomofue
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 coloc6 (400 pl)
en los orificios méds inferiores de la cémara y THP-1 células (5 x 10° en
100 ul RPMI 1640 + 0,5%BSA) se incubaron en cada orificio de la
cdmara superior. Para la inhibicion de la quimiotaxis el quimioatrayente se
mantuvo a una concentracion constante submixima determinada
previamente (1 nM MCP- 1) y se agregd al orificio inferior conjuntamente
con los compuestos de prueba disvelto en DMSO (concentracién final de
DMSO < 0.05% v/v) a concentraciones variables. La cdmara se incubd
durante 2 h a 37°C bajo 5 % CO,. El medio se retird de los orificios
superiores los cuales se lavaron entonces con 200 ul de salina fisiolégica
antes de abrir 1a cémara, enjuagando en seco la superficie de la membrana
y centrifugando la placa de 96 orificios a 600 g durante 5 minutos para
cosechar las célules. El sobrenadante (150 ul) se aspiré y 10 ul de
reactivo de proliferacion de células, WST-1,{4-[3-(4-iodofenil)-2-(4-
nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-fenil disulfonato} méds un reactivo de
acoplamiento de electrones (Boehringer Mannheim, Cat.no. 1644 807) se
agregd nuevamente a los orificios. La placa se incubé 2 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 ausencia de
quimioatrayente y los valores promedio de absorbancia, error esténdar de
la media, y pruebas de significacién se calcularon. hMCP-1 indujo la
concentracién dependiente de migracién de células con una respuesta
bifasica caracteristica, méxima 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 deteccién 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
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(Glycine, N,N'-[[3',6'-bis(acetyloxy)-3-oxospiro[iscbenzofuran-1(3H),9'-
{9H]xanthene]-2',7'-diylJbis(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. 50l
2 x 10° células) de la suspensién de células se colocan sobre el filtro
encima de cada orificio y, como arriba, la vnidad se incuba a 37°C durante
2 horas bajo 5% CO?. Al final de la incubacién, las células se lavan fuera
de fia cara superior del filtro con salina amortiguada de fosfato, el filtro se
retira de la placa y el mimero 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 (fmax, Dispositivos
Moleculares). Los datos se entraron en una hoja de amplitud, se
comrigieron para cualquier migracion 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 prueba y
pruebas de significacion se pueden calcular. Adicionalmente a quimiotaxis
inducida por MCP-1, esta forma alternativa del ensayo se utiliz6 también
para medir la inhibicién de quimiotaxis inducida por RANTES (2 nM).

d) Enlace a células mononucleares de sangre periférica humana
(PBMCs)
i) Preparacién de PBMC humanas

Sangre humana fresca (200 ml) se obtuvo de donantes voluntarios,
se recogié dentro de anti coagulante de citrato de sodio para dar una
concentracién final de 0,38%. La sangre se mezclé con Amortiguador de
Sedimentacién y se incubd a 37 °C durante 20 minutos. El sobrenadante se
recogié y centrifugé a 1 700 rpm durante 5 minutos (Sorvall RT6000D).
El pellet obtenido se resuspendi6é en 20 ml RPM1/BSA (1 mg/ml)y4 x 5
ml de células se laminaron cuidadosamente sobre 4 x 5 ml de
Lymphoprep™ (Nycomed) en tubos centrifugos de 15 ml. Los tubos se
esponjaron a 1 700 rpm durante 30 minutos (Sorvall RT6000D) y la capa
resultante de células se retird y transfirié a tubos Falcon de 50 ml. Las
células se lavaron dos veces en Amortiguador Lysis para retirar
cualesquiera células de sangre roja restantes seguido por 2 lavados en
RPM1/BSA. Las células se resuspendieron en 5 ml de Amortiguador de
Enlace. El nimero de células se midi6 en un contador Coulter y adicional
amortiguador de enlace se agregé para dar una concentracion final de 1,25
x 107 PBMC/ml.

i E
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['*I]MCP-l se preparé utilizando conjugacién Bolton y Hunter
(Bolton y otros, 1973, Biochem. J, 133, 529, Amersharn International
plc]. Ensayos de enlace de equilibrio se llevaron a cabo utilizando el
método de Ernst y otros, 1994, J Immunol, 152, 3541. Brevemente, 50 pl
de %I-labeled MCP-1 (concentracién final 100 pM) se agregé a 40pl (5 x
10° células) de suspensién de células en una placa de 96 orificios. Los
compuestos, diluidos en el Amortiguador Total de Enlace de Células a
partir de una solucién en lote de 10 mM en DMSO se agregd en un
volumen final de 5 pl para mantener una concentracién constante de
DMSO en el ensayo de 5%. El enlace total se determin6 en ausencia de
compuesto. Enlace no especifico se defini6é mediante la adicién de 5 pl de
MCP-1 frio para da una concentracién final de ensayo de 100 nM. Los
orificios del ensayo se desarrollaron a un volumen final de 100 pl con el
Amortiguador Total de Enlace de Células y las piacas se sellaron.
Después de 13 incubacion a 37°C durante 60 minutos la mezcla de enlace
de las reacciones se filtrd y lavé durante 10 segundos utilizando
Amortiguador de Lavado en hielo frio utilizando un lavador de placa
(Cosechador de Células Brandel MLR-96T). Matraces de filtro (Brandel
GF/B) se humedecieron previamente durante 60 minutos en 0,3% de
polietilenimina m#s plus 0,2% de BSA antes del uso. Después de la
filtracién los filtros individuales se separaron en tubos de 3,5 ml (Sarstedt
No. 55.484) y '2* I-etiquetado MCP-1 de enlace se determiné (LKB 1277
Gammamaster).

La potencia del compuesto de prueba se determin6 mediante ensayo
en duplicado utilizando curvas de respuestas de dosis de seis puntos y
determinaron concentraciones ICso.

No se observd toxicidad fisiol6gicamente no aceptable en la dosis
efectiva para los compuestos probados de la presente invencién.

Lamvenménsellustraadlclonalmente pero no estd limitada por los

siguientes Ejemplos donde los siguientes procedimientos generales se
utilizaron a menos que se establezca de otra forma.

i)  N,N-Dimetilformamida (DMF) se sec6é sobre tamices moleculares
de 4 A. Tetrahidrofurano anhidro (THF) se obtuvo en botellas Aldrich
SURESEAL™, Otros reactivos y solventes comercialmente disponibles se
utilizaron sin adicional purificacién a menos que se establezca de otra
forma. Los extractos de solvente orgénico se secaron sobre MgSO,
anhidro

i) 'H, *C y '°F NMR se registraron sobre instrumentos Bruker WM200,
WM250, WM300 WM400 utilizando DMSO-ds con MeySi o CCl3F
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como estindar interno como sea apropiado, a menos que se establezca de
otra forma. Los levantamientos quimicos se anotaron en & (ppm) y las
multiplicidades pico se designan como sigue: s, singlete; d, doblete; dd,
doblete de dobletes; t, triplete; dt, doblete de tripletes; q, cuarteto; m,
multiplete; br, amplio.

iii) Los espectros de masa se registraron sobre espectrémetros VG 12-12
cugdruple, VG 70-250 SE, VG ZAB 2-SE o un VG modificado
AEl/Kratos MS9.

iv) Para anilisis TLC, se utilizaron placas Merck recubiertas previamente
TLC (gel de silice 60 F254, d = 0,25 mm).

v) La cromatografia de destello se llevé a cabo sobre silice (Merck
Kieselgel: Art.9385).

. Hidréxido de sodio (1 M, 100 ml) se agregd a una solucién agitada

de et N-(3-triffucrometil-4-clorobencil)-5-acetoxiindolo-2-carboxilato
(11,2 g) en agua (50 ml) y metanol (150 ml). La reaccién se agit6 a 55 °C
durante 6 horas. El metanol se retiré bajo vacio y la solucién restante se
acidific6 mediante la adicién de 4cido clorhidrico acuoso (2 M, 50 ml)
precipitando el producto como un sdlido blanco. El producto se filtr6, se
lavé con agua y se secd en vacio para lograr a sdlido en crema (9,53 g) el
cual se purificé mediante cromatografia de columna utilizando acetato de
etilo como el levigado. La cristalizacién a partir de metanol/agua logré el
compuesto titulado como un sélido en crema (7,08g, 71 %) NMR:
(CD,SOCDs) 55.84 (s, 2H), 6.83 (dd, 1H), 6.95 (d, 1H), 7.11-7.19 (m,
2H), 7.36 (d, 1H), 7.55-7.64 (m, 2H), 9.03 (s, 1H); M/z 368 (M-H").

El procedimiento descrito en el anterior ejemplo se repitié
utilizando el apropiado éster indolo como los materiales de partida. Asi se
obtuvieron los compuestos descritos abajo.

50% de obtemido. NMR (CD,S0CD) b 5.87 (s, 2H), 6.85 (m, 2H), 6.99
(dd,lgl) 7.11 (&, 1H), 7.17 (s, 1H), .33 (d, 1H), 7.67 (¢, 1H); m/z 352
(M-H"),

Ejemplo 3



N-(3-cloro-4-trifl i il}-5-hidroxiindolo-2-4cj xili
(55% de obtenido). NMR (CD3SOCD;) 5:5.9 (s, 2H), 6.9 (m, 1H), 7.1
(m, HZI':I)), 7.25 (s, 1H), 7.4 (m, 2H), 7.8 (d, 1H), 9.1 (s, 1H); m/z 368/370
(M-H).

Ejemplo 4
N o

71% de obtenido. NMR (CDsSOCD;) 5 5.76 (s, 2H), 6.80 (d, 1H), 6.95
(m, 2H), 7.12 (s, 1H), 7.36 (d, 1H), 7.40 (s, 1H), 7.47 (d, 1H), 9.00 (s,
1H); m/z 380

Eiemplo 5

N-(3-fi - il}-5-hidroxiindolo-2-4cido carboxili

53% de obtenido. NMR (CD;SOCDs) 8 5.77 (s, 1H), 6.70 (d, 1H), 6.80
(dd, 1H), 6.96 (s, 1H), 7.00 (d, 1H), 7.17 (s, 1H), 7.32 (d, 1H), 7.57 (¢,
1H), 9.00 (s, 1H), 12.82 (s, 1H); m/z 362 (M-H).

Ejemplo 6

N<3- fl i1)-5-hidroxiindolo-2-4ci

55% de obtenido. NMR (CD;SOCDs) 8 5.77 (s, 2H), 6.80 (dd, 1H), 6.97
(d, H), 6.99 (m, 1H), 7.13 (s, 1H), 7.23 (t, 1H), 7.38 (m, 2H), 9.00 (s,
1H); m/z 362 (M-H").

Ejemplo 7

N 3-triflyorometil-4-fluorobencil)}-4-fluoro-5-hidroxiindolo-2-4cido
carboxilico

(58% de obtenido). NMR(CD;SOCD) 5: 5.85 (s, 2H), 7.0 (t, 1H), 7.1
(m, 2H), 7.2-7.3 (m, 3H), 7.4 (t, IH), 7.95 (dd, 1H), 9.3 (s, 1H) 13.1 (s,
1H); m/z 370 (M-H").

Ejemplo 8

N-(3-tri il-4-c] i 5-hidroxiindolo-2-dci
carboxilico

97% de obtenido. NMR (CD;SOCD:) & 5.80 (s, 2H), 7.00 (t, 1H), 7.16
(dd, 1H), 7.20 (m, 2H), 7.60 (m, 2H), 9.30 (s, 1H); m/z 386 (MH").

83% de obtenido. NMR (CD:SOCD3) 5 5.80 (s, 2H), 7.20 (s, 1H), 7.23
% 1H), 7.30-7.50 (m, 2H), 7.58 (m, 1H), 9.60 (s, 1H); M/2(-) 3882 (M-

Ej 10
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N<3. 4-cl i 6-dicloro-5-hi iindolo-2-acido carboxilico

82% de obtenido. NMR (CDsSOCDs) § 5.92 (s, 2H), 6.87 (s, 1H), 6.99
g‘)d, 1H), 7.37 (d, 1H), 7.5(d, 1H), 7.5 5 (s, 1H); m/z 406, 404, 402 (M-

Eiemplo 11

N-(3-tri etil-4-flu il)-3-bromo-5-hidroxiindolo-2-ficido
carboxflico

(92% de obtenido). NMR(CD1SOCDs) 5::5.8 (s, 2H), 6.9 (m, 2H), 7.25
gig, 1H), 7.35-7.55 (M, 2H), 7.6 (dd, 1H), 9.4 (s, 1H); m/z 430/432 (M-

Ejemplo 12

N={3-trifl i[)-3-bromo-5-hidroxiindol

carboxflico

(309 mg, 87%). NMR(CD;SOCD:) &:: 5.85 (s, 2H), 6.8-7.0 (m, 3H), 7.4
(d, 1H), 7.75 (d, 1H), 9.4 (s, 1H); m/z 446/448 (M-H").

Ejemplo 13

N={3-cl triftu 1 11)-3- 5~ hi imdolo-2
carboxilico

(82% de obtenido) NMR(CD;SOCDs) 3:: 5.8 (s, 2H), 6.9 (m, 2H), 7.1
(dd, 1H), 7.45 (d, 1H), 7.6 (m, 2H), 9.4 (s, 1H) ; m/z 447 (M-H").

Ejemplo 14

N={3-fluoro-4-trifl et il)-3-cloro-5-hi ii 2-ici
carboxilico

NMR (CD3SOCD3) 5 5.8 (s, 2H), 6.9 (m, 2H), 7.25(m, 1H),7.4 (m, 2H),
7.6 (d, 1H), 9.4(s, 1H); m/z 386.0 (M-H+).

Ejemplo 15

N-(3-f1 ' ‘ -iodo-5-hidroxiindolo-2-acido
carboxilico

NMR (CD3SOCD») & 5.8 (s, 2H), 6.8(s, 1H), 6.%(d, 1H), 7.2(m, 1H), 7.4
(m, 2H), 7.6(d, 1H), 9.3(s, 1H); m/z 478 (M-H").

Ejemplo 16

N-(3-tri il-4-clorobencil)-3-metoxi-5-hi lo-2

carboxilico

(108% de obtenido como hidrato) NMR: 3.9 (s, 3H) 5.7 (s, 2H), 6.8 (dd,
]I-I)i_r6'j9 (d, IH), 7.2(d, 1H) 7.4 (d, 1H), 7.6 (m, 2H), 9.1 (s, 1H); m/z 398
(M-H).

Ejemplo 17



(68% de obtenido). NMR (CD;SOCDs) 8 5.8 (s, 2H), 7.1-7.2 (m, 3H),
7.47.55 (m, 2H), 7.7 (s, 1H), 9.8 (s, 1H); m/z 386 (M-H")

Ejemplo 18
N-(3-trifluorometil-4-clorobencil)-5-hidroxi-6-cloroindolo-2-icido
carboxilico

71% de obtenido. NMR (CD;SOCDs) 5 5.74 (s, 2H), 7.04-7.21 (m, 3H),
7.53-7.63 (m, 2H), 7.7 (s, 1H), 9.72 (bs, 1H); m/z 402.1/404.5 (M-H')

Ejemplo 19

N-(3-tri il-4-cl il)-5-hidroxi-7-flyoroi 2

carboxilico

55% de obtenido. NMR (CD;SOCD;) 5 5.90 (s, 2H), 6.60 (m, 1H), 6.80
(m, 1H), 7.15 (m, 2H), 7.52(m, 1H), 7.60 (d, 1H); Miz (-) 385.85 (M-H")

Ejemplo 20

-tri -4-clorobencil)-5- hi 1-6- indol
carboxilico
90% de obtenido. NMR (CD,SOCD:) 8 5.82 (s, 2H), 7.10(m, 1H), 7.18
(d, 2H), 7.60 (m, 2H), 7.82(s, 1H), 9.80 (s, 1H), 13.0 (s, 1H); m/z 446.18
(M-H")

92% de obienido, M(socn,)ssso(s,zm 6.85 (m, 1H), 7.15
(s, 2H), 7.25 (m, 1H), 7.50 (d, 1H), 7.80 (s, 1H), 9.80 (s, 1H); m/z 412.1
(M-H)

97% de obtenido. NMR (CD3SOCDs) & 5.8 (s, 2H), 7.1-7.2 (m, 3H), 7.49
(d, 1H), 7.55-7.63 (m, 2H), 9.49 (s, 1H), 12.86 (br, 1H); m/z 3 86, 388
(M-H")

97% do obtenido, NMR (CDSOCDs) 5 5.75 (s, 2H), 6.9 (dd, 1H), 7.1-
7.2 (m, 2H), 7.3 (d, 1H), 7.45 (d, TH), 7.5 (d, 1H), 9.5 (bs, 1H); m/z 353
oait)

Ejemplo 24



N=(3.4-diclorobencil)-5-hidroxi-6-cloroindolo-2-ci ico
41% de obtenido. NMR (CD;SOCD3) 5 5.8 (s, 2H), 6.9 (dd, 1H), 7.2 (s,
;H)l), 7.3 (d, 1H), 7.5 (d, 1H), 7.65 (s, 1H), 9.75 (s, 1H); m/z 398,396 (M-

Ejemplo 25
N(3-trifluorometil-4-cl il)-4-cloro-5-hidroxiindolo-2-éci
carboxflico

93% de obtenido. NMR (CD;SOCDs) 5 5.86 (s, 2H), 7.01 (d, 1H), 7.09-
7.13 (m, 2H), 7.4 (d, 1H), 7.58-7.68 (m, 2H), 9.66 (bs, 1H); m/z 402,404

(M-H).

Ejemplo 26

3-triff

76% de obtenido. NMR (CD;SOCDs) 5 5.86 (s, 2H), 7.09 (dd, 1H), 7.15

(s, 1H), 7.59 (d, 1H), 7.64 (d, 1H), 7.81 (s, 1H), 9.64 (bs, 1H); m/z 392,
394 (M-H+),

Ejemplo 27
N-(3-trif] I-4-clorobencil)-5-acetoxiindolo-2-dci
de No. 1 del Ej

Una solucién de N-(3-trifluorometil-4-clorobencil)-5-hidroxiindolo-
2-icido carboxilico (1,01g) en etil acetato caliente (80 ml) se agregd 4-
dimetilaminopiridina (30 mg) y anhidrido acético (0,64 ml) y la mezcla
resultante se agité durante 18 horas. Los orginicos ser lavaron con 1N
HCI y se secaron. Los orgénicos se concentraron y purificaron mediante
cromatografia de columna, levigando con acetato de etilo para dar el
producto deseado (808 mg, 72%). 'H NMR (DMSO-ds) S 2.25 (s, 3H),
5.9 (s, 2H), 7.05 (m, 1H), 7.15 (m, 1H), 7.32 (s, 1H), 7.43 (d, 1H), 7.60
(m, 2H), 7.65 (d, 1H); m/z 410 (M-H").

Preparacitn de Materiales de Partida

Los materiales de partida para los Ejemplos anteriores son ya sea
comercialmente disponibles o son ficilmente preparados mediante
métodos estindares a partir de materiales conocidos. Por ejemplo las
siguientes reacciones (Métodos A a E) son ilustraciones pero no
limitaciones de la preparacién de los materiales de partida utilizados en las
reacciones de arriba.

Método A
Etil 5- Xi-N-(3-trifl 11-4-cl il Yindolo-2 i
3 Etil Sohi st olo-2-carbox
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Tribromuro de borono (64,58 g) se agregd gota a una solucién
agitada de etil 5-metoxiindolo-2-carboxilato (20 g) en diclorometano (1
000 ml) a —78 °C bajo una atmésfera de argén. La reaccion se dejo tibiar a
temperatura ambiente y se agitd durante 2 horas adicionales. La reaccién
se verti6 dentro de hielo/solucién de carbonato de hidrogeno de sodio
acuosa saturada con agitacién y se extrajo con acetato de etilo. Los
extractos orgénicos combinados se lavaron con solucién saturada acuosa
de carbonato de hidrégeno de sodio, agua, solucion acuosa saturada de
cloruro de sodio y se secaron. La solucién se concentrd en vacio y el
residuo se purificé6 mediante cromatografia de columna utilizando 0 a 60%
de éter dietilo:isohexano como levigado para lograr el producto como un
sélido blanco (9.02g, 48%). NMR(CD;SOCD»):51.31 (t, 3H), 4.29 (q,
2H), 6.79 (dd, 1H), 6.90 (dd, 1H), 7.22 (d, 1H), 8.84 (s, 1H), 11.52 (br,
1H); m/z 206 (MH").

Una solucién agitada de etil S-hidroxiindolo-2-carboxilato (7,79 g)
y 4-dimetilaminopiridina (20 mg) en anhidrido acético (80 ml) se calenté a
80 °C durante 4 horas. La reaccién se concentré en vacio y el residuo se
disolvi0 en acetato de etilo. Los extractos orgénicos combinados se
lavaron con &cido clorthidrico (2 M), solucién saturada acuosa de
carbonato de hidrogeno de sodio, agua, solucién acuosa saturada de
cloruro de sodio y se secaron. La solucién se concentrd en vacio para
lograr el producto como un sélido amarillo (9,39g, 100 %). NMR
(CD3SOCDs): 81.20 (t, 3H), 2. 10 (s, 3H), 4.19 (q, 2H), 6.86 (dd, 1H),
6.97 (d, 1H), 7.20 (s, 1H), 7.29 (d, 1H);
m/z 248 (MH+).

I-Iidndode sodio (1, 78 g)seagregéatmasoluménagltadadeeuls-
acetoxiindolo-2-carboxilato (10 g) y 3-trifluorometil-4-clorobencilbromuro
(11,64 g) en DMF (200 ml) bajo una atmdsfera de argon. La reaccién se
agitd a temperatura ambiente durante 16 horas, entonces se concentr$ en
wcioyelremdlmseﬁacclonbenh'emtatodeehloyagua Los extractos
orginicos combinados se secaronm, concentraron bajo vacio y se
purificaron mediante cromatografia de columma utilizando hexano 15%
acetato de etilo/isohexano como levigado para lograr a sélido en crema.
La cristalizacion a partir de acetato de etilo/isohexano logré el producto
como un sélido en crema.(13.26 g, 74%). NMR (CD,SOCD;): 5 1.37 (t,
3H), 2.31 (s, 3H), 4.32 (q, 2H), 5.82 (s, 2H), 7.0-7.09 (m, 2H), 7.22 - 7.29
(m, 1H), 7.31-7.4 (m, 2H) 7.43 (d, 1H), 7.51 (s, 1H).
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Los procedimientos descritos en el Método Al)-ii) se repitieron
utilizando el apropiado haluro de bencil. Asi se obtuvieron los compuestos
descritos siguientes.

360 mg, . 9% NMR (1) 5139 (t, 3H), 2.36 (s, 3H) 437 q
2H), 5.83 (s, 2H), 6.83 (d, 1H), 6.90 (d, 1H), 7.08 dd, 1H), 7.23 (s, 1H),
7.40 (s, 1H), 7.42 (d, 1H), 7.50 (t, 1H); M/z 424 (MH").

$5% de obtenido. (CDClg)814(t, 3H)2(s 3H) 43 (g,
2H) 5.8 (s, 2H), 6.95 (d, 1H), 7.1 (dd, 2H), 7.2 (m, 2H), 7.4 (s, 1H), 7.45
(d, 1H) 7.55 (d, 1H); m/z 440/422 (M+H").

Etil N(3 1 il)-5 iindolo-2 ilato

15% de obtenido. NMR (CDCl13) 8 1.37 (t, 3H), 2.30 (s, 3H), 4.31
(g, 2H), 5.74 (s, 2H), 6.83 (d, 1H), 7.03 (dd, 1H), 7.24 (m, 2H), 7.37 (m,
2H), 7.40 (d, 1H). m/z 449 (MH").

Etil N{3-fluoro-4-bromobencil}-5-acetoxiindolo-2-carboxilato

77% de obtenido. NMR (CDCl5) 51.37 (¢, 3H), 2.30 (s, 3H), 4.37
(q, 2H), 5.77 (s, 2H), 6.72 (d, 1H), 6.74 (d, 1H), 7.03 (dd, 1H), 7.23 (m,
1H), 7.37 (s, 1H), 7.40 (t, 1H).

EtllN 3-kb DINO-4 i : It :

41% de obtenido. NMR(CDCI;)8140(t,3H) 234 (s 3H), 4.37
(g, 2H), 5.72 (s, 2H), 6.95 (dd, 1H), 7.05 (dd, 1H), 7.23 (m, 2H), 7.37 (s,
1H), 7.40 (4, 1H), 7.62 (d, 1H); m/z 433 (MH").

Método B
Metil-N-(3-tri -4-fl i)-4-fl S-hidroxiindolo-2-
carboxilato
@ 2Fl 3-benciloxi dehido

2-Fluoro-3-hidroxibenzaldehido (16,49 g) se disolvi6 en dimetil-
formamida (200 ml) y se agité bajo una atmosfera de argén. Hidrido de
sodio se agregd (60% en aceite mineral, 5,18 g) y la mezcla se agitd
durante 30 minutos. Se agregé bromuro de bencil (16,8 ml) y la mezcla se
agit6é durante la noche. La mezcla de la reaccién se concentrd en vacio y
el residuo resultante se fracciond entre éter dietilo (200 ml) y agua (200
ml). Los extractos organicos combinados se lavaron con agua (400 mi), se
secaron (MgSO,) y se concentraron en vacio. El residuo se purificd
mediante cromatografia de destello de columna, utilizando un gradiente de
0 a 10% de acetato de etilo/isochexano como levigado para dar el producto
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deseado como un sélido amarillo (18,41g, 68%): "H NMR (CD;SOCD;)
55.20 (s, 2H), 7.2-7.6 (m, 8H), 10.21(s, 1H)

(ii) Metil-2-azido-3-(2-f1

Una mezcla de metilazidoacetato (36,64 g) y 2-Fluoro-3-benciloxi-
benzaldehido (18,32g) in metanol (250 ml) se agregé gota a gota, con
agitacién, durante 1 hora a una mezcla de metdxido de sodio (17,20 g) en
metanol (100 ml) a —25 °C bajo una corriente de argén. La mezcla se dejé
agitar durante 20 minutos, se dejo tibiar a 5 °C y se agit6é durante la noche.
El precipitado resultante se filtr6, se lavd entonces secuencialmente con
metanol frio, se diluye la solucion de acido acético en agua y agua. El
sélido resultante se secd bajo vacio para dar ¢l producto como un sélido
castafio plido (16,70 g) el cual se utilizd sin purificacién,

(iii) —4-fh S-benciloxiindolo-2-carboxi

Una solucién de metil-2-azido-3~(2-fluoro-3-benciloxifenil)
propenoato (16,7 g) in xileno (600 ml) se agreg6 gota a gota con agitacién
a xileno en reflujo (2,4 L) durante 1 hora y luego se agit6 durante 20
minutos adicionales. La mezcla de la reaccién se concentr$ en vacio y se
purificé mediante cromatografia de destello de columna, utilizando un
gradiente de 0 a 100% de acetato de etilo/isohexano como levigado para
dar el producto como un sélido amarillo (12,93 g, 54 %). '"H NMR
(CD;SOCD;) 8 3.85(s, 3H), 5.15 (s, 2H), 7.05-7.45 (m, 8H), 12.06 (s,
1H); m/z 300.4 (MH+)

En una forma similar, los pasos (ii) y (iii) se repitieron, pero
utilizando 2-cloro-3-metoxibenzaldehido y etil azido acetato se prepar6d

il-4-cloro-S-metoxiindolo-2 ilato
'H NMR (CD3SOCD?3) 8 1.31 (t, 3H), 3.84 (s, 3H), 4.32 (g, 2H), 7.0 (4,
1H), 7.22 (d, 1H), 7.39 (d, 1H), 12.2 (bs, 1H).

(iv) Metil-N-(3-trifluorometil-4-fluorobencil }-4-fluoro-3-
benciloxiindolo-2-carboxil

Hidrido de sodio (60% en aceite mineral, 75 mg) se agregd a una
solucién de metil-4-fluoro-5-benciloxiindolo-2-carboxilato (257 mg) en
dimetilformamida (10 ml) se enfri6 a 5 °C y la mezcla se agit6 bajo una
atmoésfera de argén durante 30 minutos. 3-Trifluorometil-4-fluorobencil
cloruro (280 mg) se agregd y la mezcla se dejé calentar a temperatura
ambiente y luego se agit6 durante 4 horas. La mezcla de 1a reaccion se
fraccion6 entre acetato de etilo y agua. Los extractos organicos se lavaron
con agua, se secaron (MgSO,), se concentraron en vacio y se purificaron
mediante cromatografia de columna de destello, utilizando ischexano
seguido por 5% acetato de etilo/isohexano como levigado, para dar el
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producto deseado (140 mg, 34%). 'H NMR (CDC1;) 8 3.9 (s, 3H), 5.15
(s, 2H), 5.75 (s, 2H), 6.9-7.2 (m, 4H), 7.3-7.5 (m, 7H); m/z 476 (M+H")

En una forma similar pero utilizando el apropiado indolo y bencil
haluro se preparo:

Etil-N-(3-iri i-4-c i loro-5- iindolo-2-
carboxilato

82% de obtenido. NMR (CDCls) & 1.4 (¢, 3H), 3.95 (s, 3H), 4.35 9q,
2H), 5.8 (s, 2H), 7.0-7.2 (m, 3H), 7.3-7.5 (m, 3H).

") Metil-N-(3-tri il-4-fl il -4-fluoro-5
hidroxiindolo 2-carboxilato

Una mezcla de metil-N-(3-trifluorometil-4-fluorobencil)}-4-fluoro-5-
benciloxiindolo-2-carboxilato (140 mg) y 5% Pd/C (50 mg) en acetato de
etilo (10 ml) se agité bajo una atmésfera de hidrogeno durante 5 horas, se
filtré a través de celita, se conceniré en vacio y se purificé mediante
cromatografia de destello de columna utilizando un gradiente de 10 a 25%
de acetato de etilo/ischexano como levigado para dar el producto deseado
(60 mg, 53%). 'H NMR (CDC13) 5 3.9 (s, 3H), 4.9 (d, 1H), 5.8 (s, 2H),
6.9-7.2 (m, 4H), 7.4 (m, 2H); m/z 384 (M-H")

En una forma similar pero utilizando el apropiado bencil haluro se
prepard:

89% de obtenido. NMR (CD;SOCD;) 53.80 (s, 3H), 5.92 (s, 2H), 7.05 (t,
1H), 7.1 (dd, 1H), 7.22 (m, 2H), 7.60 (m, 2H), 9.37 (s, 1H); m/z 401

En una forma similar pero iniciando a partir de 2,4-difluoro-3-

hidroxibenzaldehido se preparé
Etil _ N-(3-trifluorometil-4-fluorobencil)-4.6-diftluoro-5-hidroxiindolo-2-
carboxilato
'H NMR (CDsSOCDs) & 3.80 (s, 3H), 5.80 (s, 2H), 7.20-7.60 (m, 5H),
9.70 (s, 1H); M/z 402.2 M-H")

I-N-(3-tri -4-clorobencil}-4-¢cloro-5-_hidroxiindolo-2-

carboxilato se preparé a partir de etil-N-(3-trifluorometil-4-clorobencil)-4-
cloro-5-metoxiindolo-2-carboxilato utilizando el método como se describe
E(iv). 42% de obtenido. H NMR (CDsSOCD;) 6

1.39 (t, 3H), 4.32 (q, 2H), 5.37 (s, 1H), 5.79 (s, 2H), 6.99-7.11 (m, 3H),
7.31-7.39 (m, 2H), 7.47 (d, 1H); m/z 430,432 (M-H")

Método C
Etil 5 i-3-bromoindolo-2
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N-Bromosuccinimida (0,14 g) se agregd a una solucién agitada de etil 5-
acetoxiindolo-2-carboxilato (0,2 g) en DMF (3,0 ml). La reaccién se agité
durante 4 horas, entonces se vertié dentro de agua. El precipitado
resultante se filtr6 y se seco en vacio para dar el compuesto titulado como
un polvo blanco (0,23 g, 87 %). NMR 1.38 (t, 3H), 2.23 (s, 3H), 4.38 (q,

2(;‘1)._,)7. 10 (dd, 1H), 7.23 (d, 1H), 7.50 (d, IH), 12.28 (bs, 1H); m/z 326

Una solucién de etil S-acetonndolo-z-cmbo:nlato (500 mg) en
diclorometano (10 ml) se agitd a temperatura ambiente en presencia de N-
clorosuccinimida (297 mg) y carbonato de potasio (279 mg) durante la
noche.. El precipitado resultante se recogié mediante filtracién, se lavd
con diclorometano frio seguido por agua y se secé bajo vacio durante la
noche para dar el producto deseado como un polvo blanco (425 mg, 75%).
NMR: 1.35 (t, 3H), 2.25 (s, H), 4.4 (q, 2H), 7.1 (d, 1H), 7.3 (s, 1H), 7.5
(d, 1H), 12.2 (s, 1H); m/z 281.9 (MH").

Método C 3
il 5 i-3-ipdoindolo-2

Una solucion de etil S5-acetoxiindolo-2-carboxilato (1 g) en
dimetilformamida (2 ml) se agit6 a temperatura ambiente en presencia de
carbonato de potasio (1,12 g) e iodo (1,029 g) durante 18 horas. La
reaccion se diluyd con agua (30 ml) y el sélido resultante se filtr6, se lavo
con agua y se secd para dar el producto deseado 1.32g, 87%). NMR: 5
(CD,SOCD3) 1.4 (t, 3H), 30 44 (q, 2H), 7.1 (d, 1H), 7.15 (s, 1H), 7.45
(d, 1H), 12.3 (s, IH) Mlz 372(M-H‘)

A una solucién de etil 5-acetoxi-3-iodoindolo-2-carboxilato (400 mg)
en dimetilformamida (15 ml) se agregé carbonato de potasio (340 mg),
yoduro tetrabutii amomio (10 mg) y 4-fluoro-3-trifluorometilbencil
bromuro (330 mg). La mezcla se agité durante 18 horas. La mezcla se
diluy6 con agua (10 ml) y se extrajo con acetato de etilo. Los extractos
orghnicos se secaron, concentraron y purificaron mediante cromatografia
de columna utilizando 5% de acetato de etilo/isohexano as el levigado
para dar el producto deseado (520 mg, 89%). NMR (CD;SOCDs): 5 1.3
(t, 3H), 2.25 (s, 3H), 4.3 (q, 2H), 5.85 (s, 2H), 7.2 (m, 3H), 7.4 (m, 1H),
7.8 (m, 2H): M/z 550 (MH")

En una forma similar pero utilizando el apropiado etil 5-acetoxi-3-
haloindolo-2-carboxilato y bencil haluro se prepararon:-
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Etil N-(3-fl -tri ilbencil)-5 xi-3 indolo-2-
carboxilato
70% de obtenido. 458.1 (MH+)
' N-(3-ri etil-4-flyorobencil)-5- -3 indolo-2-
carboxilato
96% de obtenido.

NMR (CDCls) 8 1.4 (t, 3H), 2.3 (s, 3H), 4.4 (g, 2H), 5.75 (s, 2H), 7.0-7.2
(m, 3H), 7.3 (m, 1H), 7.4 (m. 2H); m/z 502/504 (MH").

Etil N=(3-triflugrometil-4-clorobencil)-5-acetoxi-3-bromoindolo-2-
carboxilato

79% de obtenido. NMR (CDC1;) 5 1.4 (t, 3H), 2.35 (s, 3H), 4.4 (g, 2H),
5.8 (s, 2H), 7.05 (d, 1H), 7.1 (dd, 1H), 7.3 (m, 1H), 7.4 (d, 1H), 7.5 (m,
1H), 7.6 (s, 1H); m/z 518/520 (MH")

N-(3-cl i i 5- i-3 indolo-2-
carboxilato
63% de obtenido. NMR (CDCl5) 5 1.4 (t, 3H), 2.35 (s, 3H), 4.4 (g, 2H),
5.8 (s, 2H), 6.95 (d, 1H), 7.1 (dd, 1H), 7.25 (m, 2H), 7.5 (m, 1H), 7.6 (d,
1H); m/z 518/520 (MH") .

Método D
Etil N-(3-tri i i
Carboxilato Etil 5-acetoxiindolo-2-carboxilato

Una mezcla de etil 3-benciloxiindolo-2-carboxilato (10 g),
ciclohexeno (50 ml) y 10% de paladio sobre carbono (2g) en acetato de
etilo (500 ml) se sometié a reflujo durante 4 horas. La mezcla se enftié y
filtrd a través de Celita. Anhidrido acético (5 ml) y N-dimetilaminopiridina
(0,1 g) se agregd y 30 la mezcla se sometié a reflujo durante 15 minutos.
La mezcla se enfrié y etanol se agrego para destruir el exceso de anhidrido
acético. La mezcla se concentr6 y el residuo se recristalizé a partir de
acetato de etilo/isohexano para dar el producto deseado como agujas
blancas (6,44 g, 77 %) NMR
(CD3SOCDs) 6 1.33 (t, 3H), 2.23 (s, 3H), 4.32 (q, 2H), 7.0 (dd, 1H), 7.13
(s, 1H), 7.38 (d, 1H), 7.42 (d, 1H), 11.93 (bs, 1H); m/z (M-H")

ii) Etil S-acetoxi-diazoindolo-2-carboxilato

A una solucién de etil 5-acetoxiindolo-2-carboxilato (5 g) se agregd
nitrito de sodio (20 g) seguido gota a gota por dcido acético glacial (20
ml). Después de alrededor de media adicion, se levigaron fumantes
castafios. La mezcla se enfrié a —10 °C y el resto del 4cido acético se
agregd. La mezcla se dejé agitar durante 18 horas. Una cantidad adicional
de nitrito de sodio (10 g) y écido acético (10 ml) se agreg6 y la mezcla




resultante se agitd durante 18 horas. La mezcla se fracciond entre acetato
de etilo y agua. Los extractos organicos se separaron, secaron y
concentraron a bajo volumen. Hexano se agregd y el sélido resultante se
filtré para dar el producto deseado (5.2g, 94%).

NMR (CDC1;) 8 0.8 (t, 3H), 4.5 (q, 2H), 7.1 (dd, 1H), 7.4 (d, 1H), 8.0 (d,
1H); m/z 273 (M+H)

iii) Bl 3- i-5 lindolo-2

A una solucién de etil 5-acetoxi-diazoindolo-2-carboxilato (4,6 g) en
1,2 dicloroetano se agregd metanol (10 ml), seguido por una cantidad
catalitica de dimero de acetato de rodio (II) y la mezcla resultante se
sometié a reflujo durante 18 horas. La mezcla se concentrd y el residuo
resultante se purificé mediante cromatografia de columna utilizando 20%
de etil acetato/isohexano como levigado para el producto deseado, el cual
se purificé adicionalmente mediante titulaciéon con éter dietilo (2,34g,
50%). NMR (CDCl13) 8 1.4 (t, 3H),2.3 (s, 3H), 4.05 (s, 3H), 4.4 (g, 2H),
7.05 éd')d 1H), 7.2-7.25 (m, 2H), 7.45 (d, 1H), 8.4 (bs, 1H), m/z 278.4
(M+HY).

Método E

Etil N-(3-trifluorometil-4-clorobengil)-5-hidroxi-6-cloroindolo-2-
carboxilato

i) Etil 2-acetil-2-(N'(3-cl ifeniDhidrazins)propionato

HCI] etéreo (60 ml) se agregd a una solucion de 3-cloro-p-amisidina
acetato de etilo (300 ml) para precipitar la sal, 1a cual se aislé mediante
filtracién y se secé al aire. La sal (18,5 g) se suspendié en 1,5 N HC1 (230
ml) a -5°C bajo argén. Una solucién de nitrito de sodio (6,9 g) en agua
(50 ml) se agregd durante 15 minutos para formar una solucién/
precipitado, la cual se agit6 a —5°C durante 1 hora adicional. (solucién A)
Una solucién de hidrdxido de sodio (5,36 g) en agua (10 ml) se agregd a
una solucién de etil-2-metilacetoacetato (13,5 ml) en etanol (80 ml) a 5
°C. La reaccién se agité a 5°C durante 1 hora adicional y el pH se ajusté
entonces a 4 mediante 1a adicién de acetato de sodio (20 g).(solucién B)
La Solucién B se agregd a la Solucién A a —5°C y la mezcla se dejo tibiar
a temperatura ambiente durante 3 horas antes del fraccionamiento entre
agua (250 ml) y acetato de etilo (250 ml). La fase orgémica se secd
(MgSOy), se concentrd bajo vacio y se purificé mediante cromatografia de
columna utilizando 15% de acetato de etilo/isohexano como levigado para
lograr el producto deseado (7 g, 21%); NMR (CDC13) & 1.24 (t, 3H),
1.63 (s, 3H), 2.34 (s, 3H), 3.98 (s, 3H), 4.22-4.35 (m, 2H), 7.02 (d, 1H),
7.72 (dd, 1H), 7.83 (d, 1H) m/z 270(M-CH,COH)"

i)
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NMR (CD;S0CDs) 5 1.25 (1. 3H), 1.5 (s, 3H), 2.35 (s, 3H), 4.0 (s, 3H),
4.2 (g, 2H), 7.4 (t, 1H), 7.5 (4d, 1H), 7.6 (d, 1H); m/z 255(NM")

En yna forma similar pero iniciando a partir de 3,5-dicloro-4-
metonamlmasepreparé

NMR(CDC13)814(t, 3I-1)205 (3I-I) 3.85 (sSH) 43 (g, 2H), 7.13
(s, 2H), 7.52 (br, 1H); m/z 307 MH")

il 5- i-6-cloroindolo-2

Una solucion de etil 2-acetil-2- {N'<(3-cloro-4-metoxifenil)
hidrazina) propionato (1 g) y p-tolueno-icido sulfénico (1 g) en tolueno
(30 ml) se agité a 100 °C durante 18 horas. La mezcla se concentrd
entonces y purific6 mediante cromatografia de columna utilizando 15%
acetato de etilo/isohexano como levigado para lograr el producto deseado
(70 mg, 8%); NMR (CDC13)
& 1.42 (t, 3H), 3.95, (s, 3H), 4.42 (q, 2H), 7.11 (s, 2H), 7.46 (s, 1H), 8.86
(br, 1H)

En una forma similar pero iniciando a partir de etil 2-acetil-2-(N'-(3-
fluoro-4-metoxifenil}hidrazina)propionato se prepard;

Etil 5-metoxi-6-fluoroindolo-2-carboxilato
NMR (CD,SOCDs) 51.3 (t, 3H), 3.8 (s, 3H), 4.3 (g, 2H), 7.1 (s, 1H), 7.2
@, 1H), 7.3 (d, IH); m/z 237 (NM")

En una forma similar pero iniciando a partir de etil 2-(N'(3,5-dicloro-4-
metoxifenil)hidrazina)propionato se prepard:

til 5-metoxi-4.6-dicloroindol
NMR (CD,SOCDs) & 1.38 (t, 3H), 2.08 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 4.31 (g,
2H), 7.23 (s, 2H), 7.5 (bs, IH); m/z 307 (MH)

Etl N=(3-tri il-4-clorobengil)-5- 1-6 indolo-2-
carboxilato

Etil 5-metoxi-6-cloroindolo-2-carboxilato se alquilaté con 3-trifluro-
metil-4-clorobencil bromuro utilizando la metodologia descrita en Método
A(iii) para dar el producto deseado (650 mg, 64%);.NMR (CDC13) 8 1.36

(t, 3H), 3.93 (q, 2H), 5.75 (s, 2H), 7.01 (dd, 1H), 7.13 (s, 1H), 7.29 (s,
1H), 7.31 (s, 1H), 7.35 (d, 1H), 7.43 (4, 1H)
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En una forma similar utilizando el indolo apropiado y bencil haluro se
prepararon:

Etil N-(3-tri il-4-fl i1)-5- i-6-cloroindolo-2
carboxilato

NMR (CD,SOCDs) 5 1.25 (t, 3H), 3.9 (s, 3H), 4.3 (q, 2H), 5.85 (s, 2H),
7.1-7.4 (m, 4H), 7.55 (d, 1H), 7.9 (s, 1H).

Etil N«(3.4-diclorobencil)-5-metoxi-6-fluoroindolo-2-carboxilato
NMR (CDsSOCD») & 1.25 (t, 3H), 3.8 (s, 3H), 4.2 (g, 2H), 5.75 (s, 2H),
6.9 (d, 1H), 7.3-7.4 (m, 3H), 7.5 (d, 1H), 7.6 (d, 1H)

Etil N-<(3-trifluorometil-4-clorobencil)}-5-metoxi-6-fluoroindolo-2-
carboxilato

NMR (CD3SOCDs) 5.36 (t, 3H), 3.92 (s, 3H), 4.31 (q, 2H), 5.72 (s, 2H),
6.95-7.05 (m, 2H),7.15 (d, 1H), 7.3 (s, 1H), 7.36 (d, 1H), 7.43 (s, 1H).

Etil N(3.4-diclorobencil)-5-metoxi-4.6-dicloroindolo-2-carboxilato
NMR (CDC13) 5 1.39 (t, 3H), 3.91 (s, 3H), 4.33 (g, 2H), 5.7 (s, 2H),
6.82 (dd, 1H), 7.11 (d, 1H), 7.24 (s, 1H), 7.34 (d, 1H), 7.42 (s, 1H)

NMR (CDC13) 5 1.4 (t, 3H), 3.95 (s, 3H), 4.35 (g, 2H), 5.75 (s, 2H), 7.0
9d, 1H), 7.25-7.5 (m, 4H).

Etil N-(3,4-dicl il)-5-metoxi-6-clorgindolo-2 ilato

NMR (CDC13) 8 1.36 (t, 3H), 3.94 (s, 3H), 4.31 (q, 2H), 5.69 (s, 2H),
6.82 (dd, IH), 7.09 (d, 1H), 7.14 (s, 1H), 7.24-7.35 (m, 3H); m/z 414

Etil N-(3-triflucrometil-4~clorobencil)-5-hidroxi-6-cloroindolo-2-
carboxilato

Una mezcla de etil N-(3-trifluorometil-4-clorobencil)-5-metoxi-6-
cloroindolo-2-carboxilato (650 mg) y ftrimetilsililioduro (0,8 ml)
cloroformo (50 ml) se agit6 a 50°C durante 18 horas. Adicionales
alicuotas de trimetilsililioduro se agregaron hasta que no permanecid
material de partida y la reaccién se vertié entonces en metanol (100 ml).La
mezcla se concentrd bajo vacio y se purificO mediante cromatografia de
columna utilizando 15% de acetato de etilo/isochexano como el levigado
para lograr el producto deseado como un sélido blanco (276 mg, 44%);
NMR (CDC13) 8 1.36 (t, 3H), 4.31 (q, 2H), 5.75 (s, 2H), 7.0 (dd, 1H),
7.24-7.51 (m, 3H), 7.38 (d, 1H), 7.44 (d, 1H)



W& x’@{ﬁ’
J

En una forma similar, pero utilizando etil N-(3-trifluorometil-4-
fluorobencil)-5-metoxi-6-cloroindolo-2-carboxilato o etil N-(3,4-dicloro-
bencil)-5-metoxi-6-fluoroindolo-2carboxilato o etil N<(3,4-diclorobencil)-
5-metoxi~4,6-dicloroindolo-2-carboxilato o etil N-(3,4-diclorobencil)-5-
metoxi-6-cloroindolo-2-carboxilato o etil N-(3-trifluorometil-4-cloro
bencil)-5-metoxi-6-fluoroindolo-2-carboxilato o etil N-(3trifluorometil-4-
diclorobencil)-5-metoxi-4,6-dicloroindolo-2-carboxilato se prepararon:

Etil N-(3-trifluorometil-4-fluorobencil)-5-hidroxi-6-cloroindolo-2-

carboxilato

53% de obtenido. NMR (CD;SOCDs) 5 1.25 (t, 3H), 4.25 (g, 2H), 5.85
(s, 2H), 7.1-7.25 (m, 3H), 74 (¢, H), 7.5 (d, 1H), 7.8 (s, 1H), 9.8 (s,
1H); m/z 414 (M-H")

31 % de obtenido. NMR(CDC13)614(t 3H), 4.3 (q, 2H), 57(s 2H),
6.8 (dd, 1H), 7. 0 (d, 1H), 7.1-7.3 (m, 2H); m/z 380 (M-H)

Etil _N-{3-rif] il-4-clorobencil)}-5-hi 1-6-fl indolo-2-
carboxilato

26% de obtenido. NMR (CDC13) 5 1.35 (t, 3H), 4.31 (g, 2H), 4.98 (bd,
1H), 5.72 (s, 2H), 6.96 (d, 1H), 7.01 (dd, 1H), 7.23-7.3 (m, 2H), 7.37 (d,
1H), 7.44 (s, 1H);M/z 414,416 (M-H").

N+(3,4-diclorobencil)-5-hidroxi-4.6-dicloroindolo-2 xil
69% de obtenido. NMR (CDC13) 3 1.39 (t, 3H), 4.34 (q, 2H), 5.65 (bs,
1H), 7.7 (s, 2H), 6.82 (dd, 1H), 7.1 (d, 1H), 7.23 (s, 1H), 7.33 (d, 1H),
7.35 (s, 1H);
m/z 436, 434, 432, 430 (M-H")

80% de obtenido. NMR (CDC13) 8 1.39 (t, 3H), 4.36 (q, 2H), 5.66 (s,
1H), 5.75 (s, 2H), 7.0 (dd, 1H), 7.12 (s, 1H), 7.35-7.41 (m, 2H), 7.43 (d,

1H);

466,468 (M-H")

Etil N<(3.4-¢i il-5-hidroxi-6-cloroindolo-2

37% de obtenido. m/z 398 (M-H")

Método E2

Etil N-{3-trifluorometil-4-clorobencil)-5-acetoxi-6-bromoindolo-2-

carboxilato



(i) Etil-5-metoxi-6-bromoindolo-2-carboxilato

El procedimiento descrito en el método E(i)~(ii) se repitié utilizando
3-bromo-4-metoxi amilina para dar el producto deseado (24% de
obtenido): 'H NMR (DMSO-ds) §1.30 (t, 3H), 3.80 (s, 3H), 4.30 (q, 2H),
7.05 (m, 1H), 7.25 (s, 1H), 7.60 (s, 1H), 11.79 (s, 1H); M/z 296.3 (M-H).

El procedimiento descrito en el método A()ii) se repiti6
utilizando el bencil haluro apropiado para dar el producto deseado: 'H
NMR (DMSO-d) 51.22 (t, 3H), 2.32 (s, 3H), 4.25 (q, 2H), 5.90 (s, 2H),
7.10 (m, 1H), 7.40 (s, 1H), 7.60 (d, 1H), 7.63 (s, 1H), 7.68 (m, 1H),
8.10(s, 1H)

En una forma similar pero utiizando 3,4-diclorobencil cloruro se
preparg:

m/z 486.2 (M-H+)

Método F3
Efil N{(3-tri 11-4-cl i1)-3-hidroxi-7- indolo-2

El procedimiento descrito en el Método E(i)Hiii) se repitié
utilizando 2-fluoro-4-benziloxi anilina como material de partida para dar el
producto deseado (71 % de obtenido): '"H NNM (DMSO-ds) 51.22(t, 3H),
4.25(q, 2H), 5.10(s, 2H), 5.90(s, 2H), 6.95(m, 1H), 7.15(m, 2H), 7.30-
7.50(m, 6H), 7.60(m, 2H)

Etil N-(3-trifluorometil-4-clorobencil)-5-hidoxi-7-fluoroindolo-2-
carboxilato

A una solucibon de Etl N-+(3-trifluorometil-4-clorobencil)-5-
benciloxi-7-fluoroindolo-2-carboxilato (50 mg) en acetato de etilo (5 ml)
se agregd una cantidad catalitica de 5% de paladio sobre carbono y el
resultado se agité bajo una atmésfera de hidrégeno durante 72 horas. La
mezcla se filir6 y concentré en vacio para dar el producto deseado (59
mg): M/Z
414.25 M-H)



Ejemplo 27
C sici F -

Este Ejemplo ilustra, pero no pretende limitar, formas de
dosificacion farmacéutica representativas de la invencién como se define
aqui (el ingrediente activo denominado "Compuesto X"), para uso

terapéutico o profilactico en humanos:
(a)
Tableta I mg/tableta
{Compuesto X. 100
Lactosa Ph.Eur 182,75
{Croscarmelosa de sodio 12,0
Pasta de almidén de maiz (5% p/v pasta 2,25
Estearato de Magnesio 3.0
()
Tableta II mg/tableta
Compuesto X 50
Lactosa Ph.Eur 223,75
Croscarmelosa de sodio 6,0
Almidén de Maiz 15,0
Polivinilpirrolidona (5% p/v pasta) 225
Estearato de Magnesio 3.0
(©
Tableta III mg/tableta
{Compuesto X 1,0

sa Ph.Eur 93,25
Croscarmelosa de sodio 4.0
Pasta de almidén de maiz (5% p/v pasta) 0,75
Estearato de magnesio 1,0
(d)
|Cépsula mg/cépsula
|Compuesto X 10
Lactosa Ph.Eur 488.5
Magnesio 1,5
O]
Inyeccion I
Compuesto X 5,0% p/v
IM de solucién de Hidréxido de sodio  |15,0% viv




{0.1 M Acido clorhidrico a ajustar pH a 7,6
Polietilengticol 400 4.5% piv
Agua para imyeccién la 100%

®

Inyeccion 11

|Compuesto X 1,0% p/v
Fosfato de Sodio BP 3,6% p/v
10,1 M de solucién de Hidréxido de sodio 15,0% viv
|Agua para inyeccion a 100%
|£Ig)yecci6n 11 (1 mg/ml, amortiguado a pH 6)
|Compuesto X 0,1% p/v
Fosfato de sodio BP 2,26% p/v
Acido citrico 0,38% p/v
Polietilenglicol 400 3.5% piv
Agua para inyeccién a 100%
)

Aerosol 1 Mg/mi
{Compuesto X 10,0
Sorbitan trioleato 13,5
Triclorofluorometano 910.0
Diclorodifluorometano 490.0

)

Aerosol 11 mg/ml
Compuesto X 0,2
Sorbitan trioleato 0,27
Triclorofluorometano 70.0
Diclorodifluorometano 280.0
Diclorotetrafluoroetano 10940
@

Aerosol Il mg/mi
Compuesto X 2,5
Sorbitan trioleato 3,38
Triclorofluorometano 67,5
Diclorodifluorometano 1 086,0
Diclorotetrafluoroetano 191.6

(k)



X

Aerosol IV mg/ml
Compuesto X 2.5
Lecitina de soya 2,7
Triclorofluorometano 67,5
Diclorodifluorometano 1 086,0
Diclorotetraflucroetano 191.6
D

Ungilento mi
Compuesto X 40 mg
Etanol 300 ul
Agua 300 ul
I-Dodecilazacicloheptan-2-ona 50 ul
Propilenglicol almi
Nota:

El Compuesto X en las formulaciones anteriores puede comprender
un compuesto tal como se ilustra en los Ejemplos presentes.

Las anteriores formulaciones pueden obtenerse mediante
procedimientos convencionales bien conocidos en el arte farmacéutico.
Las tabletas (a){c) pueden revestirse entéricamente mediante medios
convencionales, por ejemplo para proporcionar un revestimiento de ftalato
de acetato de celulosa. Las formulaciones en aerosol (h)<(k) pueden
utilizarse en conjuncion con dispensadores estindares, de dosis medida, y
los agentes de suspension trioleato de sorbitan y lecitina de soya pueden
remplazarse por un agente de suspensién alternativo tal como monooleato
de sorbitan, sesquioleato de sorbitan, polisorbato 80, oleato de poliglicerol
o 4cido oleico.

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA DEL DOCUMENTO ANEXO
TERMINADA ESTE 2 DE JUNIO, 2001.
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POWER WITH ASSIGNMENT
COLOMBIA
The undersigned
ALAN WELLINGTON FAULL
JASON GRANT KETTLE
residing at

Alderley Park, Macclesfield, Cheshire, SK10 4TG, UK
hereby eppoint

RAMIRO CASTRO and HECTOR GOMEZ
Carrera 7 No 16-56 Pisos 9 & 10 ~.
Apartado Aereo 3692
Bogota, COLOMBIA

as attorney/s with special and sufficient powers to apply for and obtain from the competent
national offices and authorities of COLOMBIA a Letters Patent for

CHEMICAL COMPOUNDS
to be issued in the name of %
NN
AstraZeneca AB % 5

of %ﬁ%

S-151 85, Sodertalje, Sweden

to whom assignment has been made of all right and title to the said invention for the territory
of COLOMBIA foresaid, without any restriction whatever. The assignee/s also sign these
presents in token of acceptance of the said assignment and hereby authdrise the said attorney/s
to take all necessary steps before the said offices and authorities for the purposes above stated;
to make petitions, declarations and claims; to draw and sign specifications, amendments and
appeals; to pay all fees and instalments and to make all payments required by law and
withdraw the same if necessary; to receive all documents and securities giving proper receipts
therefor; to desist and to~fulfill all other requisites and, finally, to use, all means which said
attorney/s shall deem proper for the safeguard of the interests of the constituents, who hereby
ratify and confirm all and whatsoever the said attorney/s shall lawfully do by virtue of-these
presents, with full powers of substitution and revocation.



@

Assignee/s

JOANNE MARGARET?ARSHALL
AUTHORISED OFFICER - ASTRAZENECA AB

Assignor/s

Ao, Wk tn .28

ALAN WELLINGTON FAULL

Cne s G p BT

JASON GRANT KETTLE 7

B hhp

NOTARY PUBLl_c/

R
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UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND

No. D650782

Datc 15 December, 2000

This document bears
the signature /sealof  J B Hodgson

Acting in the capacity of Notary Public
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NOTARIAL CERTIFICATION

(1) 1, a Notary Public, certify that

(2) onthe 26th  day of November' 2000
before me personally appeared

(3) ALAN WELLINGTON FAULL
JASON GRANT KETTLE
to me known and known to me to
be of legal capacity and
acknowledged their signatures
appearing on the foregoing
instrument and ratified the same.
I attest.

(4) Signedin: Macclesfield, Cheshire, England.
(5) Datedon: 24thoNovember 2000

A

NOTARY PUBLIC '.~
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NOTARIAL CERTIFICATION

I certify that Mr.(Messrs.)

(1) JOANNE MARGARET MARSHALL
who signed the foregoing
instrument on behalf of

(2) ASTRAZENECA AB
a corporation duly organized and
legally existing under the laws

(3) of the State of Sweden

(4) domiciled at Sweden
is(are) its legitimate

(5) Attorney
in accordance with the appointment
issued in the City of

(6) Sodertalje, Sweden

(7) On 3™ January 2000
by the Board of Directors of
said corporation, which appointment
I have seen.
I further certify that said
individual(s) is(are) duly
authorized to sign the foregoing
instrument in the name of said
Corporation in accordance with
his(their) above-mentioned
position(s)
I finally certify that the
purposes for which said
instrument is granted are within
the scope of the abject or
activities of said corporation,
in accordance with the Act of
Incorporation

(8) issued in the City of Sodertalje

(9) and dated 31* October 1913
which both I have seen.
[ attest.

(10) Signed in: Macclesfield, Cheshire
(I l)Dated on: 11 December 2000

YN

NOTARY PUBLIC -- ! o
7/
"""“'nr A0 ALy,

e

% ‘ﬂ-.




CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA

3RD FLOOR, 15-18 GREAT TITCHFIELD STREET, LONDON WP 7FB
TELEPHONE 020-7837 8883 » TELEFAX 020-7637 5804
E-MAIL consulco@consauico.demon.co.uk

El Cénsul General de Colombia en Londres, vistos los documentos presentados ante
este Despacho,

CERTIFICA

Que, JOHN BICKMORE HODGSON, Notario Piblico de Macclesfield,
Cheshire, Inglaterra, autenticd las firmas del Documento precedente y su firma se
encuentra certificada por JJM.A. MASON, Oficial del Ministerio de Relaciones
Exteriores Britdnico, firma que a su vez se encuentra registrada en este Consulado
General.

Que, ASTRAZENECA AB, es una Sociedad, constituida, organizada y existente
en Sodertalje, Suecia, y que cumple con su objeto social de acuerdo con las leyes de
ese pafs.

Que, JOANNE MARGARET MARSHALL, en su calidad de Representante
Legal de la mencionada Sociedad, debidamente autorizada otorga el documento
precedente como Cesionaria. Que ALAN WELLINGTON FAULL y JASON
GRANT KETTLE, firman el documento precedente en sus calidades de Cedentes y
sus firmas se encuentran legalizadas por JOHN BICKMORE HODGSON, Notario
Piiblico de Macclesfield, Cheshire, Inglaterra, Gran Bretaiia.

El Cénsul General no asume r'esponsibilidmf por ¢l contenido del mencionado -

documento.

Dado en Londres, Inglaterra, Gran Bretafia, a los dieciocho (18)
Diciembre de dos mil (2000).

v sy

NN §
'ﬂ_,_ﬂdﬂﬂiﬂ GIN3
EW&W.
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Certificacién No. 12/1911

Y
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TRADUCCION OFICIAL No. 32/2001 de un Poder con Cesibn
otorgado por ALAN WELLINGTON FAULL, y JASON GRANT
KETTLE, residentes en Alderley Park, Macclesfield, Cheschire,
SK10 4TG, RU al doctor RAMIRO CASTRO y HECTOR GOMEZ, de
Carrera 7 No. 16-56 Plsos 9 & 10, Apartado Aéreo 3692, Bogol4,
Colombia, con Cesién a AstraZeneca AB de 16 S-151 8%
Sodertalje, Suecia de 1ia Invencién tllulada COMPUESTOS
QUIMICOS, del inglés al espafiol, el cual para su ldentificacion
se salla con el Sello del Traductor al mismo tlempo que la
presente.-

T R N T R AR R S RS P R A R R L LR L R
ANEXOS: Ei Poder con Cesion arriba mencionado, Certificaciones
Notarlales, Certificaciones por el Secreterio de Estado Principal de
Su Majestad Para loe Asuntos de la Comunidad y el Extranjero en
Londres, Inglaterra, Certificaciones del Consulado General de
Colomble en Londres, inglaterra, Autenticaciones por e! Ministerlo

de Relaciones Exteriores de Colombla.-
b 0 o 1 = X & 0 AT A A P S I A N ST T A I S A

PHM. 70837/CO
PODER CON CESION
COLOMBIA
Los suscritos
ALAN WELLINGTON FAULL
JASON GRANT KETTLE
residentes en
Alderley Park, Macclesfleld, Cheschire, SK10 4TG, RU

por medic del presenie nombran &
RAMIRO CASTRO y HECTOR GOMEZ
Carrera 7 No. 16-56 Pisos 9 & 10
Apariado Aéreo 3692
Bogotd, COLOMBIA



como abogado/s con poderes especialee y suficilentes para solicitar
para y obtener de las oficinas y autoridades nacionales
campeientes de COLOMBIA unos Titulos de Patente para

COMPUESTOS QUIMICOS

para eer expedidos en el nombre de:

AsiraZeneca AB

de:

$-151 85 Sodertalje, Suscia

8 quien esta cesién ha sido hecha de todo derecho y titulo a la
dicha Invencién para el territerlo de COLOMBIA antarlormentes
mencionado, sin ninguna restriccién cualguiera gqua sen- ta
ceslonaria/s también firma estas presentes en prueba de
aceptaciéon de la dicha ceeibn y por medlo del presente autorize al
dicho abogado/s para tomar todos ios pasos necesarios ante las
dichas oficinas y autoridades para los propdsilos arriba declarados;
para hacer peticlones, declaraciones y reclamos;, para hacer y
firmar especificaciones, enmiendas y apelaciones; pagar {odos los
honorarios e Instalaclones y hacer lodos los pagos requeridos por
la ley y retirar los mismos sl es necesario; recibir todos los
documentos y valores dando recibos apropiados por éstos; desistir
y llenar todos los otroe requieitos y, [finaimente, usar, todos los
medios los cuales dicho abogado/s consideren aproplados para la
salvaguarda de los intereses de los constituyenies, quienes por
medio del presente ralifican y confirman toda y cualquler cosa que
dicho abogado/s legaimente hiciere por virtud de ostas presentes,
con plenos poderes de sustituciéon y revocaclon.

Cesionaria/s

Firma llegible (Firmado)

JOANNE MARGARET MARSHALL

FUNCIONARIO AUTORIZADO - ASTRAZENECA AB

\(oo .



Cedente/s

Firma llegible (Firmado)
ALAN WELLINGTON FAULL

Eirma liegib
JASON GRANT KETTLE

Firme lllegible (Firmado)
NOTARIO PUBLICO
SELLO NOTARIAL EN RELIEVE.

+++4+4+td+ b+t bbb bR AR A AR AR

REINO UNIDO DE LA GRAN BRETARNA E IRLANDA DEL NORTE

No. D650782

Fecha...15 de Diclembre del afio 2000.......
Este documento porta

la firma/sello de J. B. Hodgson

Firmado por: J. M. A. Maeson

Firma llegible (firmado)

Por e} Secretario de Estado Principal de
Su Majestad para los Asuntos de I(a
Comunidad y ol Extranjero.

SELLO EN RELIEVE.

HAY SELLO DE LA COMUNIDAD

Y EL EXTRANJERO EN LONDRES,

INGLATERRA.

T I I ST LR EE B LR L R R T

FRADUCTOR E. INTERPRETE ORIGA
oe: 206 Miajastida 1988
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CERTIFICACION NOTARIAL

(1)
(2)

(3)

(4)

(6)

Yo, un Notario Pdblico, certifico que

En el dia 24 de Noviembre del afio 2000
anie m| personaimeniea comparecid
ALAN WELLINGTON FAULL, y JASON
GRANT KETTLE a quienES conozcoS y
me son conocidos como de capacidad
legal y reconocleron sus firmas que
aparece en el Instrumento anterior y
ratificaron las mismas.

Atesto.

Firmado en: Macclesfield, Cheschire,
Inglaterra

Fechado en: 24 de Noviembre de) afo
2000.

Firma llegible (Firmado)

NOTARIO PUBLICO

HAY UN SELLO QUE DICE:

MARIE M. GRELOCH

NOTARIO PUBLICO DE DELAWARE
NOMBRADO EL 22 DE JULIO DE 1998
TERMINO DE 2 ANOS

SELLO NOTARIAL EN RELIEVE.

R e R R R T RS e e S R PR L A A R R R TR R R

CERTIFICACION NOTARIAL

(1

Certifico que el Sr.(Sra)

JOANNE MARGARET MARSHALL

quien firmé el insirumenio anterior a
nombre de

Ll
HOGO NAVARRD ALVAREZ

TRADUCTOR E. INTERPRETE ORGMA



(2)

(3)

4)

(6)

(6)
N

(8)
®

ASTRAZENECA AB una compaflia
debldamenie organizada y legalmente
existente bajo las leyes

del Estado de Suecla

domiclilada en Suecia

es{eon) su logitimo

Abogado

de acuerdo con el nombramiento
expedido en la Ciudad de

Sodertdije, Suecila

En Enero 3 del afio 2000 por la Junta
Direcliva de dicha Compafila, cuyo
nombramliento he visto. Ademds certifico
que dicho Individuo(s) osté(esian)
debidamente autorizado para firmar el
instrumento anterlor en &l nombre de
dicha Compafiia de acuerdo con su(sus)
posicion(es) arriba mencionada.
Finalmente ceortifico que el propésiloe
para el cual dicho instrumento esld
otorgado estéd dentro del alcance del
objeto o actividades de dicha compaiile,
de acuerdo con la Ley de Incorporacion.
expedido en la cludad de SBdertilje

y fechada el 31 de Octubre de 1913, las
cuales ambas he visto.

Atesto

(10) Firmado en: Macclesfield, Cheshire
(11) fechado en: Diclembre 11 del afio 2000

Firma llegible (Firmado)

NOTARIO PUBLICO

SELLO NOTARIAL EN RELIEVE.

m%ﬁmmm

RADUCTOR E. INTERPRETE ORI,
Bes. 176 Minjmsticla 1983
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EN ESPANOL: La Certificacion del Consulado General de Colombia
on Londres, Inglaterra bajo el Nimero de Coertificacién 12/1911 de
fecha 18 de Diciembre del afio 2000; Autenticacién Hasta por el
Ministerilo de Relaciones Exterlores de Colombia bajo el Nimero
211693 de fecha 24 de Enero del afio 2001.
(Pagados Derechos por valor de $106.00 Délares)
SR R B A T

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA DE LOS DOCUMENTOS
ADJUNTOS.

WeS HATANED ALVAREZ—

TRADUCTOR E. INTERPRETE OFiCaa,
. 1876 Mtisjmlicla 1003

Resolucion Nomero 1876 de! Ministerio de Justicla
Fecha: 26 de Enero del afio 2001.
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