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Solicitud de patente
Solicitante AVENTIS PHARMACEUTICALS INC

Yo, GUSTAVO HOLLMANN RESTREPO, vecino de Bogota DC, portador de la tanels
profesional No 5903, obrando como apoderado en este negocio, digo a usted que doy respuesta
parcial al auto No 9640 notificado por estado el 21 de marzo de 2002, en los sigmentes términos

1 El lugar de constitucién de la sociedad es Somerset Corporate Boulevard, Bridgewater, New
Jersey, Estados Unidos de América

2 Acompailo el documento de poder de la sociedad AVENTIS PHARMACEUTICALS INC,
domiciliada en Somerset Corporate Boulevard, Bridgewater, New Jersey, Estados Umidos de
América, en el que consta la existencia, constitucion y representacidn legal de la sociedad y el
cual me faculta para obrar en este caso, debidamente traducido y legalizado, en fotocopia
autenticada

3 Acompaiio la traduccion al castellano de la memona descriptiva y reivindicaciones

El termino para presentar la documentacién faltante vence el préximo 19 de julio, lo cual haremos
antes de esta fecha
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APOSTILLE

(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

COUNTRY UNITED STATES OF AMERICA

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY
R PETER WIDIN

ACTING IN THE CAPACITY OF
COUNTY CLERK

BEARS THE SEAL/STAMP OF
COUNTY OF SOMERSET

i

CERTIFIED

=)
==>

5 AT TRENTON, NEW JERSEY =
6  THE 9TH DAY OF APRIL 2002 )
=

7 BY John E McCormac, CPA, NEW JERSEY TREASURER =
8 NO A149012
9  SEAL/STAMP 10 SIGNATURE - =
—_
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G HHOLLMANN RESTREPO
ABOGADOS LTDA

The underngned , Scung on
behall of and repremenung of AVENTIS
;’HARMA(IUTIGALS ING, dann:ldlcd m 300
omerser Corporste Boulevard, Bndgewaier, New
Jemsey, USA, hercby apponds) GUSTAVO
HOLLMANN RESTREPO and/or LUIS PATTNO
LEYVA, domuciled :n Bogotm D C, Republic of
Colomba a8 our wue and legal sttomey wuh the
necessary powers

1} To apply w0 the sdounurative, judicial and pobee
ahonnies of the Republic of Colombaa, 1n any instance
or eppeal, for obtunmg registranon of patenrs, uulry
moth. wdupnal dessgns and models, commercis)
ensigns and names, trademarks, slogans, health hcenses,
copynghts and doomun names as well a5 thar
assgaments, extensions, renewals and changes of name,
2) To prepare, apply far, obtan, execute and regisver
contracw, lcenses, and regustanons of
any lund J) To untervene as planuff or defendant, n any
mstance or appeal, bofore any judge, cinn, tbunal,
corporauon, public officer or suthanty m amy judical,
admunmrative or police action, such as acuon denhng
with commercial ensigns and names, oppaibons agatort
tradamark regatanons, caducity pullcy actions,
recovery acuons, scthons ansng from obtanment and
worlang of hcense agreements, acuons dealng wuh
unfar conz:mnnn. enmunal actons, scuous claurang
ndemnny for damages, cormplunts or remarks on all
sont of ndustral property matters, \he performance of
precavuonzry measures, and mn any other simulsr acuon
messure or appeal relmted to mrellecrasl propenty

and, 1a general, to ke, hefore sasd authormes, perunent
steps :oguthe sbove mennoned purposes and take all
mm:zmydumadus-bhwpmmy(wﬂ
inrerests all other nacessary legal faculues and 1
{(ve) hareby declare as good and vald whawever the
.nm"‘hmjudpmg(o‘:lszﬂ nf conr

This power compnses surhonry 10 ranty or n
onmy(our]:ehd!myncuon as well as the faculey of
m and revolang  subsunutions  malang
nouficanons, and appounting pudical or exra-pdicial

sttomeys o
Signed m onths /¥ dayof ﬂvlJ. of 2%
z::vf/”/ym A
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ROSSI OFHI FR
ASSINTANTSECRITARY

G. HOLLMANN RESTPEPO 3

You(zmm)
nombre propic y reprtemtacidn  de  AVENTIS
;’H&RMAEIWCALS J}K:.;d'm domiako ex 300
ommenex Cosrporate Boulevard, Bndgewater, New Jerser
Enadollhldudcﬂménﬂ,nmho(am)aGUS'iIAVO
HOLLMANN RESTREPO wo LUIS PATINO
LEYVA, con domuwlio en DC, Republica de
Colombia, Gra 11* No 94-76, Oficina 308, apoderado
verdadero ylepal, con poder es nuficentc
1) Para recabar de las Mpﬂ;-}m-mphpy culombisnas
sdmnstranivas judicuales y de policia en
recurso, la obtenodn de patentes da
utibded, dibujos y modelos industnales, regsuo de marces,
comerciales, depdesto de nombres v
ensefiss comerciales, registros sannanocs, derschos de autor y
nombres de domamo ssf como nu traspesscs, prdmopgas
renovaciones y cambws de nombre; 2) Elaborur tamar

denvadas de nombre © cnseffa comercules, accones
revindicatonas, acaones denvades de la obrensiba o
explotacién de licencms, acocnes dec competencin desleal,
deomndas penales y aviles scuones de mdemnmacibo de
penuoos, rechmos, u observaciones & cuslqusr ssumo
sobre propiedad mtelectus), al ejercicio de medidas cautelares
y cualesquners otrat acciones, medidas © recursos sunilares
relacionades con la inzelectual
A este efecto lo facultamos para elevar solicrudes, formular
descnpciones,  enouendss, declaracxones
oposiciones, cance Y mchmo-.hpas-r
tmpuestos cuoms y Amenes prescntos  por d
mmmodsw-mbauomeddaomcmlx
:loumﬁmmibrtdlchcd-dmz"ubmduﬂo
d-c.r‘ﬂmmyenpﬂﬂ'plﬂ ante dichas
autondades wodos los pasos necesanos ol efecto wdicado y
tormes todas las moedidar que creyeren conducemes 3l
resguardo de mus (nuestros) antereses, con rodas las
faculades necesams, y por este documanto desde ahore
declaro{amos) valido y bueno todo cuaoto los apoderados
mmm)hf-mhdde ofi confirmar
Este er col rauficar, o en
m(ﬂm}mﬂubmuﬂqnimhfﬂuﬂh
reabo, desstur tanmglr comprometer, fusutuir y revocar
sustirucicnes, recsbir nouficariones ombyar spoderados
judsciales o extrajuciciales T o

Furaado en el de
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NOTARIAL CERTIFICATE (Corporation)

UNITED STATES OF AMERICA )
STATE OF NEW JERSEY )ss
COUNTY OF SOMERSET )

On this 1st day of March, 2002, personally appeared before me Ross J Oehler, Assistant
Secretary known or :dentified to me io be the individual described in and who executed the foregoing
document Powar of Attorney, and acknowladged the same as a free act and deed for uses and
purposes therein expressed by authority of the said Corporation incorporated under the laws of the State
of Delaware United States of Amenca

| further cerify that said authonty dated November 29, 2000 is based on a Resolution of the
Board of Directors of sald Corporation, which | have seen, appointing the said mdividual Attomey-in-
fact with full power to sign the foregomng document on behalf of the said Corporation and that the
purposes for which said document Is granted are within the scope of the objects or actrviies of said
Corporation,

SEAL ’)M T h

Notary Publ

NancyJ Ingram
Notary Public, State of New Jersay
My Commiasion Explres August 2, 2004

Nolay Signature
'I'-:‘rint-gr Type Name

Alvian  Evrurming

STATE OF NEW JERSEY } - I, PETER R WIDIN Clerk of the County of Somerset and also Deputy
COUNTY OF SOMERSET Clerk of the Supenior Court 1n and for said County the same being a Count
of Record, Do Hereby Certify, that AnCY, 3 Tn Ge e

whose name 135 subscribed to the certficate of acknowledgement, p
affidavit of the annexed instrument was at the Jaifitaur &
aknowledgement proof or affidavit a NITAIY F

1n and for said State, duly appointed, qualified, co
and authorized by lsw to take affidavits, acknowledRdrhig
eeds or conveyances for lands 1enements or herdiifam
Instruments In writing 1n said Staie of New Jersey -
that [ am well acquainted with the handwnting of ss§
believe the signature 10 the said certificate of acknc
affidavit 15 genuine

In Testimony Whereof, | have hereunto set my hand ajd l%x ad
samd County on :
DIN

APR -5 R PETER

Clerk
by m&ﬁ-ﬁ- Mm') Special Deputy Clerk
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ESTADO DE NEW JERSEY, ,CONDADO DE SOMERSET

Yo, Peter S§ Widin, Secretario del Condado de Somerset y Se-
cretario Suplente de la Corte’Superlor de dicho Condado, 1la
cual es una Corte de Registro, certifico que Nancy J Ingram,
cuyo nombre aparece suscrito al certificado de reconocimiento,
prueba o declaracién del instrumento adjunto, era en el momen-
to de tomar tal reconocimiento, prueba o declaracibédn Notaria
Paiblica en y para el Estado de New Jersey, debidamente nombra-
da, calificada, comisionada y juramentada y autorizada por la
ley para tomar declaraciones, reconocimientos o pruebas de es-
crituras o traspasos de tierras, tenencias o herencias y otros
instrumentos escritos en el mencionado Estado Y certifico
ademds que conozco bien la firma de dicha funcionaria y estoy
convencido de que la firma que aparece en el mencionado certi-

ficado de reconocimiento, prueba o declaracidn es genuina

En testimonio de lo cual coloco mi firma y el sello del Conda-
do el dia de hoy 5 de Abril del 2002

R Peter Widin, Secretario

L

Deborah L Anderson, Secretaria Especlial SupliPrressacshnne

(Firma y Sello Oficaial)

APOSTILLA

13 OaviON

ULev > DUV QL

(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1%

1 Pais Estados Unidos de América
Este documento pablico

2 Ha sado firmado por R Peter Widin

3 En su calidad de Secretario del Condado
4 Y lleva el sello del Condado de Somerset
Confirmado
5 En Trenton, New Jersey 6 El dia Abrail 9/2002
7 Por John E McCormac, CPA, Tesorero de New Jersey
8 Bajo el No  A149012
9 Sello GSecretaria de Estado de New Jersey

"
10 Firma ({(1legible) M ME
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TRADUCCION OFICIAL DEL INGLES de las certificacicnes y 1la
Apostilla adjuntas al poder que la compaifiia AVENTIS PHARMACEU-
TICALS INC domiciliada en Bradgewater, New Jersey, E U A ,

otorga a Gustavo Hollmann Restrepo y/o Luis Patiflo Leyva

CERTIFICADO NOTARIAL (Sociedad)

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
ESTADO DE NEW JERSEY
CONDADO DE SOMERSET

El dia 1° de Marzo del afio 2002 ante la suscrita Notaria com-
parecié personalmente Ross J Oehler, Secretario Suplente,
guien yo sé o quien comprob$ ante mi que es la persona mencio-
nada en el adjunto poder y quien lo ejecutd, y él reconocid
haber ejecutado dicho instrumento como un acto libre y volun-
tario destinado para los usos y propdésitos alli expresados en
virtud a la autoridad que le concede la mencionada socledad,
la cual estd incorporada de conformidad con las leyes

tado de Delaware, Estados Unidos de América

Certifico ademds que dicha autoridad, fechada el 29 de [NPy
bre del 2000, se basa en una resoluciédn de la Junta de
tores de la mencionada sociedad, documento que yo he
la vista, nombrando a la mencionada persona apoderado --pf 

poder para firmar el instrumento adjunto en nombre de dicha
sociedad, y que los propésitos para los cuales se otorga dicho
anstrumento se encuentran dentro del alcance de los objetivos

o actividades de la mencionada corporacidn

Nancy J Ingram
Notaria Pablica del Estado de New Jersey
M1 comisidén expira Agosto 2 del 2004

(Firma y Sello Oficial)
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NUEVOS DERIVADOS HETEROCICLICOS DE UREA Y SU USO COMO
LIGANTES DEL RECEPTOR D; DE DOPAMINA

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La invencidn expuesta se relaciona con denvados heterociclicos que
selectivamente se enlazan al receptor Ds de dopamina Generaimente se
considera que los efectos terapéuticos de los agentes anitpsicéticos disponibles en
la actualidad (neurolépticos) se ejercen mediante el bloqueo de receptores D2, sin
embargo, se cree que este mecanismo también es responsable de efactos
secundanos extra-piramidales (eps) asociados con muchos agentes neurolépticos
Sin querer estar mitado por la teoria, se ha sugerido que el bloqueo del receptor
D3 de Dopamina puede dar lugar a actividad antipsicética beneficiosa sin eps
significativos (ver por ejemplo Sokoloff et al, Nature, 1990, 347 146-151, y
Schwariz et al, Clinical Neuropharmacology, vol 16, No 4, 285-314, 1993) Este
receptor se encuentra en gran abundancia en regiones del cerebro asociadas con
funciones emocionales y cognitivas Los compuestos que se enlazan al receptor
Ds de dopamina son utlles en el tratamiento de ciertos trastornos del sistema
nervioso central Estos trastomos del sistema nervioso central mncluyen los
siguientes indicios

1) Psicosis (incluyendo la eaquizofrerua) — Ver, por ejemplo, Biochem Pharmacol,
1992, 3(4), 65966, Chn Neuropharmacol, 1993, 16(4), 295-314,



Neuropsychopharmacology, 1997, 16(6), 375-84, Am J Psychiatry, 1999, 156(4),
610-616, Psychopharmacology (Berl), 1995, 120(1), 67-74

2) Dependencia de sustancias y abuso de sustancias- Ver, por ejemplo,
Neuroreport, 1997, 8(9-10), 2373-2377), J Pharmacol Exp Ther, 1996, 278(3),
1128-37, Brain Res Mol Brain Res, 1997, 45(2), 335-9

3) Trastomos del Estado de Animo (incluyendo mania, Trastomos depresivos y
Trastornos bipolares)- Ver, por ejemplo, Chn Neuropharmacol, 1998, 21(3), 176-
80, Am J Med Genet, 1998, 81(2), 1924, J clin Psychiatry, 1995, 56(11), 514-518,
J Chn Psychiatry, 1995, 56(9), 423-429, Am J Med Genet, 1995, 60(3), 234-237,
Pharmcacopsychiatry, 1999, 32(4), 127-135, J Affect Disord, 1999, 52(1-3), 275-
290, Am J Psychiatry, 1999, 156(4), 610-616

4) Trastornos disquinéticos (incluyendo la enfermedad de Parkinson, el
Parkinsonismo, la Disquinesia Tardia Inducida Neurolépticamente y el Sindrome
de Gilles de la Tourette- Ver, por ejemplo, Chn Neuropharmacol, 2000, 23(1), 34-
44, Eur J Pharmacol, 1999, 385(1), 3946

5) Trastomos del suefio (Incluyendo la narcolepsia)- El agonista Ds pramipexol
causa narcolepsia Un D antagonista seria utl para reversar este efecto
secundario no deseable Ver Aust Fam Physician, 1999, 28(7), 737, Neurology,
1999, 52(9), 1908-1910

6) Trastomos de ansiedad (incluyendo Trastornos obsesivo compulsivos)- Ver, por
ejempio, Physrol Beba, 1997, 63(1), 137-141, J Chkn Psychiatry, 1995, 56(9), 423-
429, J Psychiatry Neuroscs, 2000, 25(2), 185, J Affect Disord, 1999, 56(2-3), 219-
226
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7) Nausea — Los antagonistas de dopamina se usan solos y en combinacién con
antagonistas 5HT3 Ver, por ejemplo, Support Care Center, 1998, 6(1), 8-12,
Support Care Center, 2000, 8(3), 233-237, Eur J Anaesthesiol, 1999, 16(5), 304-
307

8) Demencia- Ver, por ejemplo, Behav Brain Res, 2000, 109(1), 99-111,
Neuroscience, 1999, 89(3), 743-749

Los higantes del receptor D3 de dopamina son también utiles para el tratamiento de
la disfuncién renal (Ver WO 200067847)

RESUMEN DE LA INVENCION

Esta invencibn se relaciona con una clase de compuestos y sales
farmacéuticamente aceptables de elios que son moduladores selectivos del
receptor D3 de dopamina Los compuestos pueden actuar como agonisias,
agonistas parciales, antagonistas o moduladores alostéricos de los receptores Da
de dopamina, y son utiles para una variedad de aplicaciones terapéuticas

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un método para tratar trastornos del
sistema nervioso central asociados con la actividad del receptor D de dopamina
en un paciente con necesidad de tal tratamiento, que comprende administrar al
syjeto una cantidad terapéuticamente efectiva de una compuesto descnto aqui
para aliviar tal desorden Las condiciones o trastomos del sistema nervioso central
que se pueden tratar con estos compuestos incluyen Trastomos Sicéticos,
Dependencia de Sustancias, Abuso de Sustancias, Trastornos Disquinéticos (por
ejemplo, Enfermedad de Parkinson, Parkinsonismo, la Disquinesia Tardia Inducida
Neurolépticamente, el Sindrome de Gilles de la Tourette y la Enfermedad de
Huntington), Ndusea, Demencia, Trastomos de Ansiedad, Trastomnos del Suefio,
Trastornos del Ritmo Circadiano y Trastomos del Estado de Amimo

29%
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En otro aspecto adicional, el nvento expuesto esté dingido hacia una composicién
farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un compuesto descrito aqui
con un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable en comuncidn con uno o
més antagonistas de receptor Dy D2, D4, Dsde dopamina o SHT

En ofro aspecto adicional, el invento expuesto estd dingido a procesos para la
preparacién de la clase de compuestos descritos aqul

También dentro del alcance de esta invencién estdn métodos para usar estos
novedosos compuestos como agentes que reproducen la imagen de los
receptores D; de dopamina Se presentan métodos para usar estos compuestos
como agentes que reproducen la imagen, asi como intermedianos y métodos para
hacer los agentes que reproducen la imagen

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

De acuerdo con la presente invencién, se suministran compuestos de la férmula |
Un compuesto de la férmula (1)

en donde
AesCHON,
Yes OONR,

249
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en donde Ry es
a) hidrégeno,
b} Cs-Cealquilo, 6

c)
CRR }—
(o)‘O/ (CRA).

en donde

cada Q es independientemente hidrégeno, Ci-
Cealquilo, halégeno 6 trifluorometil,

cada Ry, ¥ Rs es independientemente hidrogeno 6

C1-Cealquilo,
tesOo1,y
qes0461,
jes0,162,
nes162,

cuandones1,1e806 2,
cuandones 2,1e80,

R3 es hidrégeno, C1-Cealquilo 6

—es()

endondewes 1,26 3,

360



Xes06S,
Rz es hidrégeno ¢

2 G

en donde Rz es hidrégeno o Ci-Cealquilo y Ras 63 hidrégeno,
C1-Cealcoxi, halégeno o C-Cgalquilo que es saturado o no
saturado,

-B- es un grupo seleccionado entre (a) — (e)
(@) ~C Rz Rz)m-
(b)

Re

R R
(o)

(d)



(o)

ey

en donde

mes3, 4,566

cada Rz y Rz es independientemente hidrégeno,
C1-Cealquilo 0 (CH2){OHendondeaes 0,1 6 2,

Re R? Rs, ¥ Ry son cada uno independientemente
hidrégeno, halégeno 6 C;-Ca aquilo con la condicién de
que cuando Rg @3 C4-C; alquilo, Rgno es C1-C3 alquilo,

R a8 un grupo seleccionado de (a) — (c)

a) SN b) S
L ;@\S (K)s I ,INI

0O

(U),
c)

en donde

cada L es independientemente hidrégeno, C1-Cs alquilo,
haiégeno o tnfluorometil,

a0



8

cada U es independientemente hidrégeno, C4-Ce aquilo,
CHO, halégeno, {CH2)sOH, 6 {CH2),OC+-Cs aquilo en
dondebes 162,

cada K es ndependientemente hidrdgeno, Ci-Cs
alquilo, CHO, halégeno, {CH2),OH, 6 {CH2)yOC:-Cs
alquilo en donde b es como se definid anteriormente,

W es hidrégeno &

I
N
T 5

en donde Ras es hidrégeno o C4-Ce alquilo,

cada Rz4 68 independientemente tnfluorometil,
tnfluorometoxi, C1-Cg alcoxi 6 halogeno, y

ges0, 1462

pes0,162,

ees0, 162
fes0,162,

Rz es un grupo seleccionado de {a) — ()

a)
T-__
Y

(

203



(b

]
5
W

(c)

o
d

(d)

A=

(e}

CH,
/\/\S:\<§;
O CH:.
(

CH,

(f) -C1+-C12 alquilo
(9) {CR1sR16) s -CO:C1-Cealquilo
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(h)

0

HZS (CHg C

(k)

0 CH3
Te
H,C

(1) -CHz2 CH-SO;CHa

(m) {CR47 Rs) -OC+C; alquilo

(n) -CH2 CH20Ph
(0) {CR1p Rz0) (CZ5
(p) CO2Ph

305



(q) -COCVs

(r
N

N

(s)

)]

()

en donde
-T- o8 seleccionado se (1) 0 (i)
(1) {CRio R11) -

en donde

ues0, 162y

cada Rwo y Ry es
independientemente
hidrégeno o C-Cealquilo,



| 2

(n)

307

A

cada M, G, H vy J es seleccionada
independientemente de

(1)
2)
(3)
(4
(5)
(6)
@)
8
(®)

hidrégeno,

halégeno,

Cq-Ceaquilo,

C1-Cealcoxi,

Fenoxi

fenil,

tnfluorometil,

trifluorometox,

LC0O2Rig donde Rip es
hidrdgeno 6 C4-Cealquilo,

(10) -COC4-Cealquilo,
(11) hrdroxi,
(12) {CH32)-ORan ©n donde Rx e3

hidrégeno o C+-Cealquilo,

(13) —C(CH2)CHo,
(14) -NO2,

(15) —SCHa,

(16) bencilox, y
(17) =CN,

cada Rz y Ria s independientements
hidrégeno 6 Cy-Cealqilo,
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ves061,

R14 @3 hidrégeno o Cy-Caalquilo,

cesD 1462

des061,

cada Ris y Rie @3 independientemente
hidrégeno é C4-Cealquilo,
ses0,1,23,44605,

oes162

cada Ry7 y Ris son independientemente
hidrégeno, Ci-Cealquilo 6 CO2C4-Caalquulo,
res263

cada Rip Y Rz es independientemente
hidrégeno ¢ C4-C2 alquilo,

Rz s hidrégeno 6 C4-Caalquilo,

Z es cloro 6 fluor,

ges061,

V es cloro 6 fluor; y

hklyzson0, 1,263

La invencién expuesta estd dingida a compuestos o sales farmacéuticamente
aceptables de la Férmula | como se presentd antenormente en formas
esterecisoméncas racémicas o puras

Los términos utilizados aqul tienen los siguientes significados
a) ‘"Sales farmacéuticamente aceptables” significa una sal de adicién 4cida o

una sal de adicién bésica que es compatible con el tratamiento de pacientes para
el uso propuesto

308
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*Sal de adicion acida farmacéuticamente aceptable” es cualquier sal de adicién
écida no téxica orgédnica o inorganica de los compuestos base representados por
la Férmula | o cualquiera de sus intermedias Los dcidos inorgdnicos ilustrativos
que forman sales apropiadas incluyen acido hidroclénco, hidrobrdmico, sulfurico y
fosfénco y sales metdlicas 4cidas como sodio monohidrégeno ortofosfato y potasio
hidrégeno sulfato Los dcidos orgénicos ilustrativos que forman sales adecuadas
iIncluyen dcidos mono-, di- y tri- carboxilicos llustrativos de tales dcidos son, por
ejemplo, &cidos acético, ghcdhico, lactico, piruvico, malénico, succlinico, gluténico,
fuménco, malico, tartdnco, citrico, ascérbico, maleico, hidroximaleico, benzoico,
hidroxibenzoico, fenilacético, cindmico, saiiclico, 2-fenoxibenzoico, p-
toluenosulfénico y sulfénico tales como &cido metanosulférico y 2-
hidroxietanosulfénico Las sales mono- o di-4cidas se pueden formar, y tales sales
pueden existir en forma hidratada, solvatada o sustanciaimente anhidras En
general, las sales con adicion de dcido de estos compuestos son més solubles en
agua y vanos solventes organicos hidrofilicos y que en comparacidn con sus
formas libres de base, generalmente demuestran puntos de fusidn més altos

"Sales de adicidn basica farmacéuticamente aceptables® significa sales de adicién
béasica no tdxicos organicos o inorgénicos de los compusstos de la Fémula (1) o
cualquiera de sus intermedias Ejemplos son los hidrédxidos de metal dlcali o de
metal de tiera alcalina tales como hidréxidos de sodio, de potasio, de calcio, de
magnesio o de bario, amoniaco, y aminas organicas alifaticas, aliciclicas, o
arométicas tales como metilamina, trmetilamina y picolina Los cntenos de
seleccion de la sal apropiada serd conocida para el conocedor de |a téenica

b) “Estereoisémeros® es un término general para todos los isébmeros de las
moléculas individuales que se diferencian unicamente en al onentacidn de sus
é4tomos en el espacio Incluye 13dmeros de imagen de espejo (enantimeros),
18dmeros geomeétncos (cisftrans), & 1sémeros de compuestos con més de un
centro quiral que no son iImagen de espejo uno de otro (diasteroisdmeros)
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c) *Alquilo” significa un alquilo de cadena ramificada o lineal o grupo alquileno,
como sea apropiado para la formula, especificada por la cantidad de carbonos en
el alquilo, por ejemplo, C1-Cq alquilo significa un alquilo o alquileno de cadena
ramificada o lineat de uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis carbonos, como sea el
caso, o cualquier rango de ellos, por ejemplo, aunque no imitados a, C1-2, C1-3,
C1-4, C1-5, C2-3, C24, C2-5, C2-C6, C3-C4, C3-5, C3-6, C4-6, C5-6, etc

d) “Paciente” significa un animal de sangre caliente, tales como ratas, ratones,
perros, gatos, cobayos, y pnmates tales como seres humanos

e) “Tratar” o "tratamiento” significa aliviar los sintomas, eliminar la causa de los
sintomas ya sea temporal o permanentemente, o prevenir o retardar la aparicién
de sintomas del trastomo o condicién nombrada

f) "Cantidad terapéuticamente eficaz” significa una cantidad del compuesto
que es eficaz en el tratamiento de la condicién o trastorno nombrado

g) *Vehiculo farmacéuticamente aceptable” es un solvente, dispersante,
excipiente, adyuvante u otro matenal no téxico que se mezcla con el ingrediente
activo para permitir ia formacidn de una composicién farmacéutica, es decir, una
presentacién que se puede administrar al paciente Un ejemplo de tal portador es
un aceite farmacéuticamente aceptable tipicamente utiizado para administracién
parenteral

h) *Psicosis” o “Trastomos Psicoticos” significa condiciones en las que el
paciente expenmenta un desorden mental mayor de origen orgénico y/o emocional
caractenzado por el trastomo de la personalidad y la pérdida de contacto con la
realhidad, frecuentemente con delinos, alucinaciones o llusiones Incluidos dentro
del término psicosis estdn los trastornos esquizofrenia, desorden

3\°
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esquizofrenforme, desorden esquizoafectivo, desorden alucinatonio, desorden
brevemente psicético, desorden psicético compartido, desorden psicético sin otra
especificacidn, y desorden psicético inducido por sustancias, como se definen en
el Manual Estadistico y de Diagnéstico de Transtormos Mentales, 4* ed Publicado
en 1994 por la Asociacidn Siquidtrica Norteamencana, Washington D C, EUA,
incorporado aqui por referencia

1) “‘Dependencia de Sustancia® significa una condicién en la que el paciente
exhibe un patrén de inadaptacién de uso de sustancias, que lleva a deterioro o
necesidad clinicamente significativa Hay un patron de auto-administracién
repetida que generalmente resulta en tolerancia, retiro y consumo compulsivo de
drogas

1) “Abuso de Sustancias® significa una condicién en la que el paciente exhibe
un patrén de Inadaptacibh de uso de sustancias que se manifiesta en
consecuencias adversas recurrentes y significativas relacionadas con el uso
repetido de las sustancias Puede haber repetido incumplimiento de importantes
obligaciones de su rol, uso repetido en situaciones en que es fisicamenta nesgoso,
muitiples problemas legales, y problemas interpersonales y sociales recurrentes A
diferencia de los critenos para Dependencia de Sustancias, los critenos para el
Abuso de Sustancias no incluye tolerancia, retiro o un patrén de uso compulsivo y
sdlo incluye las consecuencias perjudiciales del uso repetido

k) ‘Enfermedad de Parkinson® significa una condicibn neuroiégica que
progreso lento, caractenzada por temblor, ngidez, bradiquinesia e inestabilidad de
postura Otras manifestaciones incluyen depresién y demencia

1) “Parlusonismo” significa una condicidn en la que al paciente exhibe signos o
sintomas Parlusonianos (esto es, temblor, ngidez muscular o aquinesia) que
desarrolia en asoctacion con el uso de medicamentos neurolépticos

2l
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m) “Disquinesia Tardia inducida Neurolépticamente® significa un desorden
caractenzado por movimientos involurtanos de la lengua, mandibula, tronco, o
extremidades que se han desarrollado en asociacién con el uso de medicamentos
narcolépticos Los movimientos involuntanos pueden ser coreiformes, atetoides, o
ritmicos

n) “Sindrome de Gilles de la Tourette” significa una condicibn que se
manifiesta con tics motores y vocales (Un tic es un movimiento motriz o
vocalizacién repentino, rapido, recurrente, no ritmico, estereotipico ) La alteracién
causa marcada angustia o deterioro significativo en lo social u ocupacional o en
otras importantes dreas de funcionamiento El inicio es antes de los dieciocho
afios y la alteracion no se debe a los efectos fisiolégicos de una sustancia o a una
condicidn médica general

0) "Demencia® significa trastomos caractenzados por el desarrollo de multiples
deficiencias cognitivas que incluyen detenoro de la memoria y se deben a los
efectos fisiolégicos directos de una condicion médica general, a los efectos
persistentes de una sustancia, o a multiples etiologias (por ejemplo, {os efectos
combinados de una enfermedad carebro-vascular y la enfermedad de Alzheimer)
Se necesitan las deficcencias de memona para hacer el diagnéstico de una
demencia y es un sintoma tempranc prominente Los trastomos de la demencia
comparten una presentacién sintomatica comun pero se diferencian con base en
la etrologia Ver Manual Estadistico y de Diagnéstico de Trastornos Mentales, 42
ed Asociacion Siquistrica Norteamericana, para los cniterios de diagnéstico

p) “Trastomos de Ansiedad” signfica trastomos que incluyen Trastomno
Afectivo Estacional, Trastorno de Panico sin Agorafobia, Trastorno de Panico con
Agorafobia, Agorafobia sin Histonal de Desorden de Panico, Fobia Especifica,
Fobia Social, Trastorno Obsesivo-Compulsivo, Trastomo de Esirés Post-

Nt



1%

Traumético, Trastomno de Estrés Agudo, Trastomo de Ansiedad Generalizada,
Trastorno de Ansiedad Debida a una Condicién Médica General, Trastomo de
Ansiedad Inducida por Sustancias, y Trastomo de Ansiedad sin Otra
Especificacion, como se define en el Manual Estadistico y de Diagnéstico de
Trastornos Mentales, 4* ed

qQ) “Trastomos del Suefio” significa Trastomos que incluyen Trastomos
Pnmarios del Suefio, Trastomos del Suefio Relacionados con otro Desorden
mental, Trastomo del Suefio Debido a una Condicién Médica General, y Trastorno
del Suefio Inducido por Sustancias como se define en el Manual Estadistico y de
Diagnéstico de Trastornos Mentales, 4° ed Los Trastomos Pnmanos del suefio
son aquélios en los que ninguna de las etiologias mencionadas abajo (esto es,
otro desorden mental, una condicién médica general o una sustancia) es
responsable Se cree que los Trastomos Pnmarios del suefio surgen de
anormalidades endégenas en los mecanismos que generan o controlan el
momento de suefio-vigila, con frecuencia complicados por factores
condicionantes Los Trastornos Primanos del suefio a su vez se subdividen en
Dissomnias (caracterizadas por anormahdades en la cantidad, calidad u
oportunidad del suefio) y Parasomnias (caractenzadas por eventos anormales
sicoldgrcos o de comportamiento que ocurren asociados con el suefio, etapas
especificas del suefio o transiciones suefio-vigiia) Un ejemplo representativo de
un Trastorno pnmano del Suefio es la narcolepsia La Narcolepsia se caractenza
por repetidos ataques iresistibles de suefio refrescante, cataplexia, e intrusiones
recurrentes de elementos de suefioc REM (movimiento répido de ojo) en el penodo
de transicién entre suefio y vigihia

r) *Trastomos de Estado de animo” son trastornos que tienen una alteracién
del estado de 4nimo como caracteristica predominante Como lo define el Manual
Estadistico y de Diagnéstico de Trastornos Mentales, 4 ed, los Trastomos de
Estado de Animo se dividen en Trastornos Depresivos ("depresién unipoiar’),

2\3



|9

Trastornos Bipolares, y dos Trastornos basados en la etiologia — Trastomo de
Estado de Animo Debido a una Condicién Médica General y Trastomo de Estado
de Animo Inducido por Sustancias Los Trastomos Depresivos (esto es, Trastomo
Depresivo Mayor, Trastomo Distmico, y Trastono Depresivo sin Otra
Especificacion) se distinguen de los Trastomos Bipolares en que no hay histonal
de haber tenido alguna vez un Episodio Maniaco, Mezclado o Hipomaniaco Los
Trastormnos Bipolares (esto es, Trastomo Bipolar |, Trastorno Bipolar II, Trastomo
Ciclotimico, y Trastomo Bipolar sin Otra Especificacion) involucran la presencia (o
histonal) de Episodio Maniacos, Episodios Mezclado, o Episodios Hipomaniacos,
usualmente acompafiados por la presencia (o histonial) de Episodio Depresivos
Mayores

s) “FTrastorno de Ritmo Circadiano® significa un patrén persistente o recurrente
de interrupcién del suefio que lleva a somnolencia o INSOMNIO excesivos que se
debe a una descoordinacidn entre el horario suefio-vigiia requerido por el
ambiente de una persona y su patrén circadiano suefio-vigiha La alteracién del
suefio causa angusta o deterioro clinicamente significativo en las dreas social,
ocupacional u otra area importante de funcionamiento La alteracidn no ocurre
exclusivamente durante el curso de otro Trastomo del Suefio u otro desorden
mental La alteracién no se debe a los efectos fisiolégicos directos de una
sustancia (por ejemplo, abuso de una droga o una medicina) o una condicién
meédica general

Los compuestos prefendos son aquelio en los que X es O, Y es NH y —B- es grupo
a) o grupo (b) Cuando B es grupo (a), m se prefiere mas que sea 4 Cuando -B-
es grupo (b), entonces Rg, R7, Rs 0 Rg 86 prefiere més que sea hidrégeno Se
prefiere que Rz sea grupo (a) o grupo (¢) Cuando Rz es grupo (a), se prefiere més
que M sea hidrdgeno, Cy-Cealquilo, C4-Casalkoxa o ferul y se prefiere que T sea (1)
en donde u es 0 6 1 Cuando R2 es grupo (c), se prefiere que d sea 1 y se prefiere
que R4 sea C-Cealquilo

3
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Las organizaciones especfficas de la invencidbn incluyen los compuestos
expuestos en la Tabla lll

Las organizaciones prefendas de la invencién son aquellos compuestos de la
Férmula | expuestos en la Tabla Ml que muestran potencia intensificada D3 Los
compuestos especialmente preferidos incluyen los siguientes

1-<{4-Methoxi-fenil)-3{4-{4-(6-trfluorometil-benzo[bltiofen-3il)}-piperazin-1-il}-butil}-
urea

1-p-Toll-3{4{6-tnfluorometil-benzo[bjtiofen-3il)-piperazin-1il}-butil}-urea
1-{4-[4{2,6-Diflucro-benzofb]tiofen-34l)-piperazin-1-il}-butil}-3-p-tolil-urea
1-{4-[4-(2-Cloro-6-fluoro-benzo[b]tiofen-3il)-piperazin-1-il}-butil}-3{cloro-fenil)-urea
1<(4-Acstil-fenil)-3[4-{4-tieno[2,3-d)isoxazol-3il-pipendin-1-il)-butil}-urea
1-{4-Etoxi-feri)-3{4-{4-tineo|2,3-d]isoxazol-3-ii-piperidin-1-i)-butil}-urea
1-(4-Etoxi-fenil)-3{4-{4-{6-fluoro-benzofbjtiofen-3-il){1,4]diazepan-1-i}-butil}-urea
1-{4-{4-{6-Fluoro-benzo[bltofen-3-il){1,4]diazepan-1-l}-buti}-3<{2-fiuoro-fenil)}-urea

1-{4{4-{6-Fluoro-benzo[b}ltiofen-3-I){1,4]diazepan-1-i}-butif}-3-(3-tnfluorometil-
fenil)-urea
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1-{4-{4-(6-Fluoro-benzo[bltiofen-3-1){1,4]diazepan-1-i}-butil}-3{4-metoxi-fenil)-
urea

1{3-Imidazol-1--propil}-3<{(1R, 2R)-24{4-(6-influorometil-benzo[btiofen-3-il)-
piperazin-1iimetil}-ciclopropiimetil}-urea(MDL 833306)

Los compuestos de la presente invencién se pueden preparar por vanos métodos
Los Esquemas | a VI muestran diferentes formas de preparar los compuestos de la
Férmula

Los compuestos de la férmula () de esta invencién se pueden sintetizar siguiendo
0 combinando uno 0 mas de los pasos descritos més adelante, no necesanamente
en el orden que se presantan A través de la descnpcién de los pasos sintéticos,
las definiciones de R, Rz, Ra, n, 1, 1, X, Y, B y A son como se presentaron
anteriormente a menos que se diga o indique algo diferente, y otras nomenclaturas
que aparecen mas adelante tendran los mismos significados defimidos en su
respectiva pnmera aparcidn a menos que se diga o indique otra cosa

Compuestos de la férmula | donde Y y N se pueden preparar de acuerdo con un
proceso que comprende hacer reaccionar un compuesto de la férmula (1)
(Ry),

A=A & N—B—NH,

endonde Rs, R, n, 1, B, j, Ay R como se definen en la formula i,

27c
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con un compuesto de la férmula (lll)
X=C==N—R2

(1)
en donde Rz @3 como se define en la férmula I,

Tipicamente, esta reaccién se realiza en un solvente organico como por ejemplo,
cloraformo o tetrahidrofuran a una temperatura de cerca de 20°C a cerca de 25°C
por cerca de 6 a 18 horas

Se pueden preparar compuestos de la férmula | en donde Y es O de acuerdo cn
un proceso en comprende hacer reaccionar un compuesto de la férmula (i) con
un compuesto de la férmula (IV) en donde “LG" es un grupo residual adecuado
seleccionado de bromo, cloro, yodo o —ORz en el caso en que la férmula (IV) esta

disponible como un anhidndo
Lﬂ O-R,

en donde Rz as como se define en la férmula |,

Tipicamente, esta reaccién se realiza en un solvente orgdnico como por ejemplo,
cloroformo o tetrahidrofuran en presencia de una base débil como por ejemplo
amberiita-IRA-67 o tnetlamina La reaccién se conduce tipicamente a una
temperatura de cerca de 20°C a cerca de 25 °C por cerca de 6 a 18 horas

21%
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Alternativamente, los compuastos de la férmula | se pueden preparar de acuerdo
con un proceso que comprende hacer reaccionar un compuesto de la férmula (V)

(Ry),

R—A (l —H

V)

endonde R, A, n, 1 R3 y ] son como se definieron anteriormente,

con un compuesto de la férmula (IV) en donde Rz, B y Y son como se definieron
antenormente y “LG" es un residuc adecuado seleccionado de cloro, bromo, yodo,
mesil, tosi, brosii, tnflil, nosil, nonaflil o tresil

0

_B ’”\\KH
LG~ N 2

H

V)

Tipicamente, esta reaccién se realiza en un solvente acuoso miscible, como por
ejemplo, tetrahidrofuran o acetonitrilo, en presencia de agua y una base como por
ejemplo, carbonato de potasio, carbonato de cesio, o tnetlammna, a una
temperatura de entre aproximadamente 50°C y aproximadamente75°C por entre
unas 12 y 24 horas
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El compuesto de la formula (ll) se puede preparar mediante métodos sintéticos
bien conocidos por la técnica Los matenales de partida se consiguen
comercialmente o se pueden sintetizar mediante métodos conocidos a través de la
literatura Por ejemplo, el esquema | describe el acoplamiento de un benzotiofano
amino sustituido con una piperazina sustituda disponible comercialmente La
sintesis es andloga para los andlogos de piperazina insustituida La piperazina
nitrégeno que es menos iImpedida estericaimente es mas reactiva y impiamente
da un producto individual en el acoplamiento de benzo[bjticfeno El nitrégeno més
impedido estericaimente puede alquilarse con el agente alquilizante apropiado

ESQUEMA I
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Los compuestos sustituidos con pindina se pueden preparar mediante sintesis
analoga a las mostradas en los siguientes esquemas de reaccién Il y Hii

ESQUEMAII
1) TBS-C! Im THF JOL
NH _2) (Boc)O DMAP ELN CH,CL N o7<
3) TBAF THF >~
HO 4) MaCl ELN CH,CL MsO
mesylaie
o0 N
Y-° i
N
r
1) Buls, THF, 785C
m 2) CubiSMe; 78 4G LI \
S 3)"mesylate 78<Clort s s
ESQUEMA il

i MsCl, ELN
Oy e oYy

0}_0’/ Y
N
1} Bull, THF, 78°C |
m 2) CuBrSMe, 78°C L N
S 3) mesylate® 78+Clort S
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La preparacién de vanos azaciclopheptanos y diazacicioheptanos la descnben Treiber et
al En WO 9725324

Los compuestos de la fémula | en donde B contiene un carbaciclo se pueden preparar
como se muestra an el Esquema [V

ESQUEMA |V
~ .
O (@) .
HO — CH
HO CH)q —™ /o&w”ﬂa HO (Cralg
0 o 0
BH, Ma,S
THF
\ L \ \
O N! H O o o
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en donde R2 se dafinen como se hizo antenorments,

ces1,2, 304, yN-es

en donde R, A, R3, J, 1 Y n se definen como se hizo
anteriormente

Muchos de los dicarboxilatos o de los productos intermedios més avanzados que
se describen genéncamente en el Esquema IV se encuentran disponibles
comerciaimente Varios de estos se presentan en la Tabla 1 Esta tabla se usa
sélo con propdsitos ilustrativos y no pretende limitar el alcance de esta invencion
de ninguna manera

e
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Tabla 1- Matenales de partida
Estructura Nombre # CAS Proveedor
0 Dimethyl cis-1,2-cyclopropane B26 34-6 Acros
~ P dicarboxylate
(0] (o)
E Dimethyl trans-1,2-cyclopropane 826-35-7 Acros
~ - dicarboxylate
(o) (@]
j Dimethyl 1-methyl-trans-1,2- 702 92-1 Acros
No o~ cyclopropane dicarboxylate
ﬁ\ Dimethyl 3-methyl-trans-1,2- 28363-79-3 Acros
~o o~ cyclopropane dicarboxylate
o ﬁ\ trans-Cyclobutane-1,2-dicarboxylic Syntec
~ Jkl:] P acid dimethylester
9] o)
O O trans-D, L-1,2-Cyciopentane- 1461-97-8 Aldrich
HO . OH dicarboxyhc acid
0O 0 trans-2-Carbomethoxy Rieke
HO LO cyclopentane-1-carboxylic acd
T\
00 trans-1,2-Cyciohexane dicarboxylic  2305-32-0 Aldnch
Ho—i _§—OH acid Acros
00 trans-2-Carbomethoxy Rieke
HO §_0\ cyclohexane-1-carboxylic acid
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O 0 c1s-1,2-Cyclohexane dicarboxylic 61009 3 Acros
HO OH acd
O 0 cis-2-Carbomethoxy cyclohexane- Rieke
HO 0 1-carboxyfic acd

Cuando Ilos materiales de partida apropiados no estén disponibles
comerciaimente, se pueden obtener mediante los métodos de estandar de
sintesis

Cuando un compuesto de la formula (I) se obtiene como una mezcla de
enanttdmeros, éstos se pueden separar mediante métodos convencionales tales
como cnistalizacidn en presencia de un agente de resolucién, o cromatografia, por
ejemplo usando una columna quiral iquida de afta presién

Se ha encontrado que los compuestos de la férmula (1) muestran afinidad por los
receptores de dopamina, en particular por los receptores D, y 8e espera que sean
utiles en el tratamiento de estados de enfermedad que requieren la modulacién de
dichos receptores, tales como 08 estados sicdticos Los compuestos preferidos de
la presente invencién son aquélios que tienen mayor afinidad por los receptores Da
de dopamina que por los receptores D2de dopamina

Un reto importante en la investigacién antisicotica es producir agentes que
presenten efectos secundanos reducidos La hipertension ortostatica es un efecto
secundano comun de los antisicéticos y estd asociada con la alta potencia que
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estos agentes tienen en el receptor adrenérgico alpha-1 (en adelante llamado “a-
1*) Un objetivo importante de este trabajo era encontrar agentes con potencia a-1
reducida

Los 6-tnfluorometil benzofbjtiofenos descntos aqui tienen una clara y en cierta
forma sorprendente ventaja sobre los 6-fluoro benzo|bjtiofenos Los 6-fluoro
benzo[b}tiofenos son claramente més potentes en el receptor adrenérgico alfa-1
que los los 6-tnfluorometil benzo[bjtiofenos Esto demuestra comparando pares de
andlogos que sélo se diferencian en la sustitucibn en la posicién & del
benzo[bltiofeno (ver Tabla II) En todo caso, el 6-fluoro benzo[bjtiofeno es mas
potente que el corraspondiente andlogo 6-tnflucrometiloc En algunos casos aesta
pequeiia diferencia estructural en la posicion 6 produce un cambio dramatico en la
potencia -1 Hay varios ejemplos en los que los andlogos —fluoro mostraron
potencia nanomolar mientras que los comespondientes andlogos 6-tnfluorometilo
mostraron potencia micromolar

6
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Compuestos especialmente preferidos de la presente invencidn son aquéllos con
una tendencia reducida al enlace del receptor a-1 mientras que al mismo tilempo
tiene una afinidad més alta por los receptores Dy de dopamina que por los
receptores D2 de dopamina

La fimdad de los receptores puede medirse usando una metodologia estandar tal
como la que se dascrnbe mas adelante

Enlace de [N-Metll-3H]Espiroperidol a Receptores D; humanos clonados de
Dopamina

Propésito

Este ensayo mide la actividad in vitro de los compuestos sobre [os Receptores D3
humanos clonados de Dopamina y predice las propiedades directas bloqueantes
de los agentes neurosiquidtncos putativos en los receptores humanos Da de
dopamina

Métodos
A Clonacién

El gen D3 se aislé de una libreria cDNA estriatal humana (Stratagene) Se
secuencit el gen y se sub-clond para obtener el vector de expresidn RC/RSV
(Inwitrogen) Células de Ovano de Hadmster Chino (CHO) se transfectaron
establemente con 10 ug de plasmida Dy/RSV usando el método DOTAP de
Boehnnger Mannheim y se aislaron 72 clones que eran resistentes a la geticina
G418 Usando mRNA y datos de desplazamiento de enlace se identificé un clon
individual altamente expresivo Después se cultivd este clon en grandes lotes con
el propdsito de desarrollar un ensayo de formato receptaculo 96



2
B Cultivo Celular
1 Se incuba una ldmina (10 cm) que contiene aproximadamente 2-3 millones

de céiulas D, por Idmina con 1 ml de Tnpsina-EDTA a temperatura ambiente por
aproximadamente 2 minutos o hasta que las células de hayan despegado de las
laminas Se afiaden 4 mi de F12 de Ham + 10% de Suero Fetal Bovino + 1% de
Penicilina/Estreptomicina + medio G418 (400 pg/ml) a las células resuspendidas y
1 ml de esto se agrega a cada ldmina grande (15 cm) que contiens 19 mil del
mismo medio como se menciond arriba

2 Las 5 {dminas grandes se incuban a 37°C + 5% CO. por aproximadamente
3 dias o hasta que las células sean confluentes

3 Después de que estas ldminas sean confluentes, se dividen en 10 grandes
laminas Se aspira el medio, se afiaden 2 ml de Tripsina-EDTA a cada [dmina y se
incuban las léminas a temperatura ambiente por 2 minutos o hasta que las células
se hayan despegado de la ldamina Se afiaden ocho ml del medio F12 (el mismo
medio del #1 amba) a cada l[amina (10 ml en total) para resuspender las células y
se transfieren 5 ml a las 2 nuevas ldminas que contienen 15 ml del medio F12

4 Las 10 ldminas grandes se incuban a 37°C + 5% CO; por aproximadamente
2 dlas o hasta que las células sean confluentes

5 Las 10 l&minas grandes se dividen en 60 laminas grandes {usando Tnpsina-
EDTA como en el #3 excepto que se afiaden 4 ml de medio F12 para resuspender
las células y 1 ml se alfcuota a 6 ld&minas nuevas que contienen 19 ml de medio
F12 cada una)

6 Las ldminas se incuban a 37°C + 5% CO. por aproximadamente 3 dias o
hasta que las células sean confluentes
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7 Las 60 laminas grandes se dividen entonces en 60 botellas rotatorias(100-
500 millones de células/botella) Se aspira el medio, se afiaden 2 ml de Tripsina-
EDTA a cada lédmina y se incuba a temperatura ambiente por aproximadamente 2
minutos o hasta que las células se hayan despegado de las laminas Se afiaden 8
ml de medio F12 a cada ldmina para resuspender las células y todos los 10 mi se
afiaden a 1 botella rotatona que contiene 90 m! del medio F12

8 Las 60 botellas rotatonas se colocan inmediatamente sobre sus lados y se
transfieren al incubador de botellas rotatonas Se incuban a a 37°C + 5% CO; por
aproximadamente 3-5 dias Las células se hacen girar a 30-40% de la velocidad
del motor en el iIncubador Forma

9 Se retira el medio y las células se lavan 2 veces en PBS

10  Después se raspan las céiulas en 20 mi de PBS y ias botellas se enjuagan
de nuevo con 5 ml de PBS para quitar cualquier célula restante Las células se
almacenan en hielo antes de la preparacién de ia membrana

11 La produccibn para 60 botellas rotatorias de Dy ha vanado de
aproximadamente 260-500 mg

D Preparacién de Membranas

Las células se cosechan en tubos centrifugos de 250 mi con 100 volumenes
de salina amortiguada con fosfato (PBS) fria y se hacen girar (1200xG por 10
minutos a 4 °C) Se retira el medio y se afiaden 100 ml de PBS a cada tubo
centrifugo, se resuspenden las células y se hacen girar de nuevo Se retira el PBS
y se homogeniza la bolta obtenida en un volumen apropiado de 10% DMSO con
un politrén sobre hielo en un ajuste medio
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E Ensayo de Protelna de Lowry

Una muestra de homogenato de membrana de 200 ul se afiade a a 200 ul
de 1% de SDS, se somete a torbelino y se deja reposar durante 5 minutos
Alicuotas (de 25, 50 y 100 ul) de esta mezcla se ensayan en duplicado siguiendo
el protocolo estdndar de ensayo de proteina DC Bio-Rad (catilogo de kit numero
500-0112) y utiizando reactivos S Se hacen lecturas de absorciéon a 50 mm (nota
las lecturas OD de proteina més exactas son entre 01 y 05 unidades) La
concentracidn de proteina se calcula uthizando una curva estdndar generada
concurrentemente con albumina de suero bovino como estéandar

E Condiciones de aimacenamiento/congelacién

Después de la determinacién de la concentracidn de proteina y del analisis
Scatschard, se diluye la proteina en agua destilada con 10% DMSO al volumen
apropiado con base en los niveles de expresién (Bmax) Después, la proteina
concentrada se allcucta en tubos Eppendorf de 1 5 ml de tapa superior de rosca y
se coloca en un congelador a —-80°C

F Reactivos de Ensayo de Enlace

1 0 5M de Tns Buffer, pH7 7

a) 444gTnsHCI
26 5 g de Tns Base
c.s hasta 1 Litro (0 5 M de Tns buffer, pH 7 7 a 37 °C)

b)  hacer una dilucién 1 10 en H20O destilada (0 05 M de Tns buffer, pH
77)

23Y
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2 Tns Buffer que contiene sales fisiolégicas

a) Buffer esténdar
NaCl 7014g
KCI 0372¢g
CaClz 0222g
MgCl2 0204 g
c.s hasta 100 ml con 0 5 M Tns Buffer

b) Diluir 1 10 en H20 destilada

Esto produce 005 M Tns HCI, pH 7 7 que contiene NaCl (120 nM), KCI (5 nM),
CaClz (2 nM) y MgCl> (1nM)

Opcional agregar 0 1% de 4cido ascorbico y revisar el pH (en ensayos con
compuestos que pueden oxidarse)

3 a) 1 0% polietilenoimina estdndar en 0 5 M Tris (reactivo 1 a)
b) Diluir 1 10 en H20 destilada

4 Se obtiene [N-metil->H]-Espiropendol (60-90C/mmol) de New England
Nuclear, # Catdlogo NET-856

Para determinaciones K; [PHJ]NMSP se prepara a una concentracién de 2 5
nM en buffer 2b, de manera que cuando se agregan 150 ul a cada tubo se logra
una concentracién final de 0 4 nM en el ensayo de 1 ml Las muestras de CPM
total afiadido se toman para cada expenmento para calcular la concentracion total
de ligante
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5 Se obtiene S(-)-Eticlopnda de Research Biochemicals International (Numero
de catélogo de RBlI E-101) Se prepara una solucidén estandar refngerada(buena
hasta por un mes) de $(-)-eticloprida a una concentracién de 30uM en buffer 2b
Se agregan 100 microlitros a 3 receptéculos para la determinacidn de enlace no
especifico (esto produce una concentracién final de 3 uM en el ensayo de 1 ml)

6 Compuestos de Prueba

Para la mayoria de ensayos, se prepara una solucidon esténdar de 10 uyM
del compuesto de prueba en un solvente apropiado (usualmente <0 1% &cido
acético) y se diuye seriaimente con buffer 2b, de manera que cuando se
combinan 100 pl de droga con el ensayo total de 1 mi, entonces se logra una
concentracién final de 105-10°%  Caracterisicamente se estudian ocho
concentraciones para cada ensayo, sin embargo, se pueden usar concentraciones
menores o mayores dependiendo de la potencia de la droga

G Ensayo de Enlace

750 ul Teydo

150 pl PHINMSP

100 j vehiculo (para enlace total) o 30 uM (-) eticloprida (para
enlace no especifico) o concentracién apropiada de droga

Los Unffiliros Receptéaculos 96 Packard GF/B se incuban por >1 hora a 25°C en
0 1% de polietlamina (de 3,b) El tejdo frio se afiade en ultimo lugar y se mezcia
en un agtador orbital durante unos pocos segundos, y luego se incuba a 37 °C
durante 30 minutos en un bafio de agua en agitacién E| ensayo se detiene
mediante filtraci6n répida a través de ldminas Packar Unffiter Luego las
membranas del filtro se lavan con 15 mi de Tns buffer de 0 05 M a temperatura de
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hielo Luego los fiitros se secan (aproximadamente 15 minutos bajo una lampara
de calor o incubados por 15 minutos en un homo de 60 °C) y se aplica un sello
inferior Después se afiaden 40 ul de coctel chispeante Packard Microscint 20 y se
aplica un sello superior permanente (Tipo P) y se sella con calor Después las
ldminas se agitan en un agitador orbital durante 1 hora y se colocan en el contador
Packard Topcount y se cuentan durante al menos 5 minutos respecto a cada
punto

El enlace especifico se define como {a diferencia entre el enlace total y el enlace
en presencia de 3 uM S(-)-eticlopnda El enlace total es aprooamadamente 10% del
total de hgante afladido La determinacidn Cheng-Prusoff (de K se efectua
usando software Prism utihizando un analisis de curva de competicidn de un sitio
donde la regresion no lineal superior o inferior se mantienen constantes a 0% y
100% de inhibicion porcentual La inhibicién porcentual de cada concentracitn de
droga es la media de las determinaciones duplicadas

Enlace de [N-Metil-*H]Espiroperidol a Receptores Humanos Clonados Largos
D; de Dopamina

Propésito

Este ensayo mide la actividad i witro de drogas sobre receptores humanos
clonados D: largos de dopamina (D.L) y predice las propiedades directas de
desplazamiento de dopamina de los agentes neurosiquiitncos, cardiovasculares y
renales en los receptores D> de dopamina

Métodos

A Clonacién
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Se aisld el gen DL de una librerfa de cDNA astriatal humano
(caudato/putamen) Se secuencit el gen y se sub-cloné para obtener el vector de
expresion RC/RSV (invitrogen) Células de Ovano de Hamster Chino (CHO) se
transfectaron establemente con 10 pug de plasmida D¥/RSV usando el método
DOTAP de Boehnnger Mannheim y se aislaron 72 clones que eran resistentes a la
geticina G418 Usando mRNA y datos de desplazamiento de enlace se identificé
un clon individual altamente expresivo Después se cultivé este clon en grandes
lotes con el propésito de desarrollar un ensayo de formato receptéaculo 96

B Condiciones de Cultivo Celular

1 Medio para los cultivos adherentes de CHO
F12 de Ham + 10% de suero bovino fetal (FBS) + 400 ug de
geneticina (G418) + 10 ml/L de penicihina-estreptomicina (pen-strep)

2 Las células se transfieren luego a un cultivo de suspension cuando estdn
disponibles al menos 1 5 millones de células (esto permite 300 000 células en una
botella giratornia de 50 ml, esta as la densidad de suspensidn ideal) Las células 8
retiran de ios frascos con tripsina, se precipitan mediante rotacién (1000xG) y se
resuspenden en medio fresco

50% CHO-SFM Il + 50% de F12 de Ham con 10% FBS
(concentracién final de FBS 5%) + 400 ug/ml de G418 + pen-strep (10mi/L)

3 Después de la transferencia a un cultivo de suspensién, se monitorea el
crecimiento y se evalua la viabihdad celular usando exclusién azul de tripano Se
registra el conteo celular total y viable en 5 sectores del hemocitémetro Cuando la
densidad cslular viable alcanza 600 000 células/ml, se dobla el volumen
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4 Después de una semana de crecimiento en el medio 50/50, las células se
precipitan por rotacién y se transfieren a una nueva botella giratona donde se
colocan en 75% CHO-SFM Il /25% F12 de Ham + 10% FBS mas la penicilina-
estreptomicina y G418 Posteriromente, cada 3 dias el medio se remplaza con un
nuevo medio que contiene una cantidad decreciente de FBS de la siguiente
manera

mi de CHO SFM ml de F12de Ham % final de concentracion de FBS

87 50 125 125
8375 625 0625
99 00 1 00 01

5 El medio cultivante de manternimiento final estd constituido de la siguiente
manera

Una mezcla estédndar de 10 mi de penicilina-estreptomicina, 0 5 ml de 400 mg/ml
de G418 (activo, concentracién final 200 mg/ml) y 1 ml de FBS se mezclan y
filtran y se refnigeran Se afiade un volumen (11 5 ml) de esta mezcla a una botella
de 1 litro de CHO-SFM |l recién abierta

C Preparacion de Membranas

Las células se cosechan entre tubos centrifugos de 250 ml con 100 volumenes de
salina amorhiguada con fosfato (PBS) fria y se someten a preciptacién
haciéndolas girar (1200xG durante 10 minutos a 4°C) Se retira el medio y se
afiaden 100 ml de PBS a cada tubo centrifugo, se resuspenden las células y se
someten nuevamente a precipitacién haciéndolas girar Se retira la PBS y la bolita
obtenida finaimente se homogentza en un volumen apropiado de 10% DMSO con
un politron sobre hielo en un ajuste medio

€
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D Ensayo de Proteina de Lowry

Una muestra de homogenato de membrana de 200 ul se afiade a a 200 ul de 1%
de SDS, se somete a torbellino y se deja reposar durante 5 minutos Alfcuotas (de
25, 50 y 100 pl) de esta mezcla se ensayan en duplicado siguiendo el protocolo
estandar de ensayo de proteina DC Bio-Rad (catdlogo de kit numero 500-0112) y
utiizando reactivos S Se hacen lecturas de absorcion a 50 mm (nota las lecturas
OD de proteina més exactas son enfre 01 y 0 5 unidades) La concentracion de
proteina se calcula utiizando una curva estandar generada concurrentemente con
albumina de suero bovino como estandar

E Condiciones de Almacenamienta/Congelacién

Después de la determinacion de la concentracién de proteina y del analisis
Scatschard, se diluye la protena en agua destilada con 10% DMSO al volumen
apropiado con base en los niveles de expresion (Bmax) Después, la proteina
concentrada se alicuota en tubos Eppendorf de 1 5 ml de tapa superior de rosca y
se coloca en un congelador a —-80°C

F Reactivos de Ensayo de Enlace

1 05Mde Tna Buffer, pH7 7

a) 444gTnsHCI
26 5 g de Tns Base
c.8 hasta 1 Litro (0 5 M de Tris buffer, pH 7 7 a 37 °C)

c) hacer una dilucion 1 10 en H20 destilada (0 05 M de Tns buffer, pH
77
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2 Tns Buffer que contiene sales fisiolégicas

a) Buffer estandar
NaCl 7014g
KCI 0372¢g
CaCk 0222¢g
MgCl2 0204 g
c.s hasta 100 mi con 0 5 M Tnis Buffer

c) Dilurr 1 10 en H2O destilada

Esto produce 005 M Tns HCI, pH 7 7 que contiene NaCl (120 nM), KCI (5 nM),
CaClz (2 nM) y MgCl (1nM)

Opcional agregar O 1% de acido ascérbico y revisar el pH (en ensayos con
compuestos que pueden oxidarse)

3 a) 1 0% polietilenoimina estdndar en 0 5 M Tns (reactivo 1 a)
c) Diluir 1 10 en Hz0 destilada

4 Se obtiene [N-meti->H]-Espiropendol (60-90C/mmol) de New England
Nuclear, # Catdlogo NET-856

Para determinaciones K; [PHJNMSP se prepara a una concentracién de 2 5
nM en buffer 2b, de manera que cuando se agregan 150 ul a cada tubo se logra
una concentracién final de 0 4 nM en el ensayo de 1 ml Las muestras de CPM
total afladido se toman para cada expenmento para calcular la concentracién total
de higante
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5 Se obtiene S(-}-Eticloprida de Research Biochemicals Intemational (Numero
de catdlogo de RBi E-101) Se prepara una soluciin estandar refngerada(buena
hasta por un mes) de S(-)-eticlopnda a una concentracién de 30uM en buffer 2b
Se agregan 100 microlitros a 3 receptaculos para la determinacion de enlace no
especifico (esto produce una concentracién final de 3 uM en el ensayo de 1 ml)

6 Compuestos de Prueba

Para la mayonia de ensayos, se prepara una soluciéon estandar de 10 uM
del compuesto de prueba en un solvente apropiado (usualmente <0 1% acido
acético) y se diluye senaimente con buffer 2b, de manera que cuando se
combinan 100 ul de droga con el ensayo total de 1 ml, entonces se logra una
concentracién final de 10°-10°M  Caracteristicamente se estudian ocho
concentraciones para cada ensayo, sin embargo, se pueden usar concentracionas
menores o mayores dependiendo de la potencia de la droga

G Ensayo de Enlace

750 ul Tepdo

150 pl PHINMSP

100 ul vehiculo (para enlace total) o 30 uM (-} eticlopnda (para
enlace no especifico) o concentracién apropiada de droga

Los Uniffiltros Receptaculos 96 Packard GF/B se incuban por >1 hora a 25°C en
0 1% de polietlamina (de 3,b) El tejido frio se afiade en ultimo lugar y se mezcla
en un agitador orbital durante unos pocos segundos, y luego se incuba a 37 °C
durante 30 minutos en un bafio de agua en agitaci6n E! ensayo se dehtene
mediante filtracibn rdpida a través de ldminas Packar Unffilter Luego las
membranas del filtro se lavan con 15 ml de Tnis buffer de 0 05 M a temperatura de
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hielo Luego los filtros se secan (aproximadamente 15 minutos bajo una lémpara
de calor o incubados por 15 minutos en un homo de 60 °C) y se aplica un sello
infenor Después se afiaden 40 pl de coctel chispeante Packard Microscint 20 y se
aplica un sello supenor permanente (Tipo P) y se sella con calor Después las
laminas se agitan en un agitador orbital durante 1 hora y se colocan en el contador
Packard Topcount y se cuentan durante al menos 5 minutos respecto a cada
punto

El enlace especifico se define como la diferencia entre el enlace total y el enlace
en presencia de 3 uM S(-)-eticlopnda El enlace total es aproximadamente 10% del
total de ligante afadido La determinacidn Cheng-Prusoff (de K) se efectua
usando software Pnsm utihzando un anélisis de curva de competicién de un sitio
donde la regresidén no lineal supernior o Infenor se mantienen constantes a 0% y
100% de inhibicidn porcentual La inhibicién porcentual de cada concentracion de
droga es la media de las determinaciones duplicadas

ENLACE DE ['H]JPRAZOSINA A RECEPTORES ADRENERGICOS ALFA —1A
(xz1a) HUMANOS CLONADOS EXPRESADOS EN CELULAS DE OVARIO DE
HAMSTER CHINO (CHO)

Propésito Este ensayo in wvifro estd disefiado como una exploracion
para identificar compuestos que muestran una afinidad para
el sub-ipo de adrenorceptor ay, expresado en fragmentos
de membrana de células de CHO Este ensayo mide la
capacidad de los compuestos de prueba para desplazar la
[PHlprazosina de los sti08 aa

La dentficacibn de multiples adrenoreceptores s
(a1e,010,214) 11 vitro ha proporcionado impulso para definir
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los roles de estos subtipos en la regulacién cardiovascular in
vivo (Vargas y Gorman, 1995) Estudios hemodindmicos en
ratas no anestesiadas sugieren que oS receptores
vasculares ais son el subtipo principal involucrado en la
regulacibn simpética de resistencia penférica y presidn
artenal sistémica (Piascik et al, 1989) Evidencia adicional de
la participaciébn de los receptores a, periféricos en el
manternimiento de la presion arteral fue demostrada por los
hallazgos de que la dosis del antagonista a4, selectivo 5-MU
reducia dependientemente la presion arterial en reposo en
perros conscientes despiertos (Piascik et al, 1989) Una
demostrada incapacidad del antagonista irmeversible,
clorostiiclonidina, para reducir la presién artenal en ratas al
ser administrada intravenosamente, es una firme evidencia
contra el papel de Ios receptores ai, ¥ aig en la regulacién
aguda de la presion arterial (Vargas et al, 1993)

Por consiguiente, se cree que el enlace de compuestos a los
receptores adrenérgicos ais ©8 una buena medida del
potencial de un compuesto para causar hipotension
ortostitica y sedacibn como efectos secundanos La
prazosina es una potente antagonmsta del subtipo de
adrenoreceptor ay, humano, el cual ha sido clonado y esta
expresado en fragmentos de membrana de células de CHO

La clonacién del cDNA a4, humano se logrd por pnmera vez
explorando una libreria de cDNA de préstata humana
(Clontech), de la cual se obtuvo ia regidn de codificacion

Este fragmento de DNA se usé luego para explorar la hbreria
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gendmica de leucocitos humanos (clontech), obteniéndose
el resto de la secuencia codificante Posteriomente, estos
fragmentos fueron empalmados entre si Entonces se
secuencid totaimente toda la secuencia codfficante
incluyendo el emparejamiento de la secuencia PRC con la
secuencia codificante gendmica onginal, asegurandose asi
que los sitios de empalme fueron empaimados
comrectamente (Schwinn et al, 1995) Una vez secuenciado,
el gen se clond en el vector de expresibn pcDNA3
(Invitrogen) Luego DNA plasmida se usd para la
transfeccion en células de CHO y se aislaron clones
resistentes G418 Se escogid y se caractenzd
farmacolégicamente un clon que expresa altos niveles del
rceptor cya humano (segun determinacién mediante mRNA y
datos de enlace de receptores)

Ingredientes del medio para el cultivo de CHO adherente
que expresa c.

A F12 de Ham (Cellgro)

B 10% Suero Fetal Bovino (FBS) filtrado a 2 micrones

(Celigro)

C 1% Peniclina-Estreptomicina filtrada a 2 micrones
(Celigro)

D G418 fitrado a 02 micrones (Geneticina 400 pg/mi)
(Celigro)

Utlizando métodos y procedimientos establecidos, las
células se cultivan ya sea en ldminas de cultivo de 150x25
mm (en escala de hasta 100 l&minas) o bien combinarkio
estas laminas con 70 botellas rotatorias Un ciclo de
cultivo/cosecha tipicamente requiere 2 semanas y produce
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Datos delote
Comnrientes

Requerimiento
Del Ensayo

Materiales
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entre 100 y 400 gr de proteina Las laminas o las botellas se
incuban a 37°C + 5% CO2

Las células se cosechan mediante raspado mecanico, se
lavan uando PBS, se recolectan en tubos centrifugos de
polipropileno, se precipitan mediante rotaciéon (1500 RPM) y
son resuspendidas en Hz0 destilada DMSO (el volumen final
por cosecha es aproximadamente 50 ml) La determinacién
de proteina se hace utiizando el kit de ensayo Biora DC Por
ultmo, el volumen apropiado se alicuoa en un cnotubo
(10mg/1-1 5 ml) que se aimacena a -80°C

a1a (Clon #7)

Lote 1/14/98

Concentracién de receptor 2418 fmoles/mg proteina
Ka 018nM

Volumen 1 5 mi/criotubo
Concentracién de Proteina Aprox 10 mg/1 5mi

05 criotubos por lamina receptédculo 96 (volumen del
ensayo= 200ul/receptéculo)

[7-metoxi-*H]-Prazosina 1 OnM (NEN, NET-823)
70-87 C/mmol

Fentolamina mesilato (Research Biochemical Int. #7-131)
Laminas fondo plano receptéculo 96 (Beckman)
Lamina Unifilter GF/B (Packard)

st
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Amortiquadores

Procedimlento

BH2

Polistilenimina (Sigma #P-3134)
Cosechadores Celulares Tom Tec o Packard Fiitermate 196
Contador Chispeante Packard TopCount

A 50 mM Tns HCI, O 1% ascorbato, pH 7 7 (amortiguadores
de incubacién
B 50 mM Tns HCI, pH 7 7 (amortiguador de lavado)

Las adiciones de ensayo son comno sigue (en ese orden)
Enlace Total 50 ul amortiguador A + 50 ul [PHjprazosina +
100 pt membrana

Enlace no especifico 50 ul 10 pM fentolamina + 50 pi
[*H]prazosina + 100 pl membrana

Compuesto de prueba 50 u compuesto + 50 ul
[PH]prazosina + 100 ! membrana

Los compuestos que se van a evaluar se pesan para que
den una solucibn estandar de 10 mM en DMSO en una
ldmina de poliestireno receptaculo 24 Esta se diluye a 05
mM estandar en H20 destilada Se hacen diluciones senales
en amortiguador A, de las cuales se efectuan adiciones de
50 ul a la lamina en duplicado con el fin de alcanzar las
concentraciones deseadas Tipicamente se usa una lamina
recoptdculo 96 para evaluar 11 compuestos a 4
concentraciones (10°-10° M) en duplicado El enlace total y
el enlace no especifico se determinan en cuadruplicado
Usualmente se ejecuta un estédndar con cada ensayo
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La [PH]prazosina se prepara en amortiguador A de tal
manera que cuando se afiaden 50 ul por receptaculo, la
concentracion final es de 1 0 nM en un volumen final de
ensayo de 200 pl La concentracion final debe ser verificada
pasando una muestra por un contador chispeante antes de
afiadir la [*H]prazosina a la Ismina receptaculo 96

Nota La radioactividad debe prepararse justo antes de
hacer las adiciones, de manera que no se permite reposo en
el banco por mucho tiempo

Pretratamiento de la lAmina Packard GB/F Las laminas
fitro se prehumedecen al menos 30minutos sobre
Amortiguador B congelado que contene 005%
pohetilenoimina (200ul/200,1) para maximizar la eficiencia y
minimizar el enlace vacio del filtro

incubacién y Filtracidn Una vez se han afadido (y
mezclado) el amortiguador, los compuestos, la ["H]prazosina
y la membrana, las laminas receptaculo 96 se incuban
durante 40 minutos a 37°C y se separan 3-5 minutos A los
40 minutos, las [aminas se filtran usando un Cosechador
Celular Autmético Tomtec. La filiracibn es seguida
inmediatamente por lavados en Amortiguador B congelado
(volumen total aprox 7 mi)

Secado y Conteo Cada ldmina filtro se seca bajo una
lampara de calor durante 15 minutos Se sella el dorso de la
l&mina y se afladen 40 ul de hiquido Microscint Packard por
recepticulo Usando pelicula Packard, cada 1dmina se sella
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al calor antes de ser sometida a conteo en un contador
chispeante Packard Topcount. Se ha disefiado un programa
que cuenta cada lamina dos veces, enviando datos DPM,
CPM y TSIS al disco y a la impresora

Anéhisis de Resultados Los datos DPM y CPM brutos son
capturados en el disco e importados a uno de vanos
paquetes de softiware (Graphard Pnsm Ver 20, Excel)
residentes en el LAN Se define el enlace especifico como la
diferencia entre el enlace total y el enlace en presencia de
10 uM fentolamina El enlace total es menos de 10% del
hgante affadido total Se emplea software que utihiza anahsis
de curva de competicién de un aitio para el calculo de ICs ¥
K; ( ecuacidn Cheng-Prusoff, 1973) El tope y el fondo de la
regresion no lineal se mantienen constantes a una inhibicién
0% y 100% La inhibicién porcentual de cada concentracion
de droga es la media da |as determimnaciones duplicadas

Referenclas Vargas, HM y AJ Goman Life Sciences Vol 57, No 25,
pp 2291-2308, 1995
Mormow, AL y | Creese Mo/ Pharmacol 29 321-330,
1986
Piasck, MT, JW Kusiak, y KW Bamon Eur J
Pharmacol 11 101-107, 1989
Vargas, HM, D Cunningham, L Zhou, HB Hartmany A.J
Gorman J Pharmacol Exp Ther 267 264-272, 1993

La actividad funcional de los compuestos (es decir, 81 son antagonistas, agonistas
o agonistas parciales) se puede determinar facimente usando el método de
prueba del microfisimetro que se presenta a continuacion



Células de Ovano de Hamster Chino (CHO), que expresan el receptor Dy de
dopamina humana, se cultivaron sobre la superficie de un vaso encapsulado Los
vascs se snsamblan y se colocan en el microfisiGmetro, y se afiade amortiguador
(Medio Eagle Modificado de Dulbecco sin bicarbonato de sodio y sin suero)
mediante perfusion a través del ensamblaje del vaso hasta que se alcanza una
linea de base astable (4 horas) La velocidad de perfusidn de amortiguador y los
cambios de la solucibn se controlaron mediante computador La velocidad de
acdificacion intracelular se midié en cada uno de los B ensamblajes de vaso y se
regisir6 mediante computador E|l compuesto de prueba que contenia
amortiguador (10 nM, 100 nM y 1 uM) se perfusiond a través del ensamblaje
durante 20 minutos, luego se parfusiond durante 1 minuto adicional quinpirol (10
nM) y el compuesto de prueba (mismas concentraciones) Esto fue seguido por un
periodo de recuperacién de 10-60 minutos duranie los cuales se perfusiond
unicamente amortiguador a través de los vasos EI quinptrol increment6 la
velocidad de acidificacion Un antagonista Ds inhibird esta velocidad de
acidificactdn dependientemente de la concentracién

Los antagonisias D3 son de uso potencial como agentes antisicéticos, por ejemplio
en el tratamiento de ia esquizofrenia, los trastornos esquizo-afectivos, la depresion
sicotica y las manias Los estados que se pueden tratar mediante agonistas Da
incluyen los trastornos disquinéticos tales como la enfermedad de Parkinson, el
parkisonismo inducido neuroléticamente y las disquinesias tardias, la depresién, la
ansiedad, la demencia, los trastomos del mmo circadiano y ia dependencia de las
drogas (por ejemplo, la cocaina)

De acuerdo con otra forma adicional de realizacién de la presente invencién, se
presenta un método de modulacién de la actividad de los receptores Dy de
dopamina, método que comprende contactar los receptores D; de dopamina
asociados celularmente con una concentracién de un compuesto de la férmula |, o
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con una sal de éste fisiolégicamente aceptable, suficiente para modular la
actividad de dicho receptor D3 de dopamina

Tal como se emplea aqui, la expresidn "modulacion de la actividad de los
receptores Ds de dopamina® se refiere a una vanedad de aplicaciones
terapéuticas Dichas aplicaciones terapéuticas se refieren al tratamiento de
estados o trastomos que incluyen los trastornos disquinéticos, psicosis, trastomos
de ansiedad, trastomos de estado de &nimo, demencia, trastornos del suefio,
dependencia de sustancias, abuso de sustancias y ndusea Los compuestos
también son utiles para el tratamiento de la disfuncién renal

La presente invencién también proporciona un método para el tratamiento de los
estados o desordenes del sistema nervioso central que comprende administrar al
paciente que lo requiere una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto
de la férmula | 0 una sal de éste farmacéuticamente aceptable

La presents invencion también proporciona un metodo para el tratamiento de ia
disfuncién renal que comprende administrar a un paciente que los requiere una
cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la férmula | o una sal de
éste farmacéuticamente aceptable

La presente invencién también proporciona un método para el tratamiento de
estados o des6rdenes del sistema nervioso central que comprende administrar a
un paciente que los requiere una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto de la férmula | o una sal de éste farmacéuticamente aceptable, junto
con uno o més antagonistas de los receptores Dy, D2, Dg, Ds, 6 SHT

Al tratar a un paciente que padece un estado o trastomo descnto antenormente,
se puede administrar un compuesto de ia férmula | en cualquier forma 0 manera
que haga dicho compuesto biodisporuble en cantdades terapéuticamente

A
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eficaces, incluyendo la forma oral, sublingual, bucal, subcutdnea, intramuscular,
intravenosa, transdermal, intranasal, rectal, topica y smilares Las personas
versadas en la técnica de preparar formulaciones pueden determinar la forma o
manera adecuada de administrario, dependiendo de las caracteristicas
particulares del compuesto seleccionado para el estado o la enfermedad a tratar,
la etapa de la enfermedad, el estado del paciente y ofras circunsiancias
relevantes Ver, por ejemplo, Pharmaceutical Sciences de Remington, 18* Ed,
Mack Publishing Co (1990), que se incorpara aqul a modo de referencia

Los compuestos de la formula | se pueden administrar solos o en forma de una
composicién farmacéutica en combinacién con vehiculos farmacéuticamente
aceptables, cuya proporcion y naturaleza se determinan segun la solubilidad y
propiedades quimicas del compuesto seleccionado, la nuta de administracién
escogida, la practica farmacéutica estandar y otros cnterios relevantes

Los compuestos de la férmula | pueden administrarse oraimente, por ejemplo, en
forma de tabletas, pastillas, capsulas, elixires, suspensiones, soluciones, jarabes,
obleas, gomas de mascar y similares y pueden contener uno o vanos de los
siguientes coadyuvantes aglutinantes tales como celulosa microcnstalina, goma
tragacanto o gelatina, excipientes tales como almidén o lactosa, agentes
desintegrantes talea como acido alginico, pnmogel, aimidén de maiz y similares,
lubncantes tales como estearato de magnesio o Sterotex, agentes deslizantes
tales como didxado de silicona coloidal, y se pueden agregar agentes endulzantes
tales como sucrosa o sacanna o un agente de sabor tal como menta, metil
salicilato o sabor a naranja Cuando la forma de dosificacién es una capsula,
entonces puede contener ademés de los matenales del tipo mencionado amba, un
vehiculo liquido tal como polietiieno glicol o un aceite graso Otras formas de
dosificacidn pueden contener otros varos matenales que modifican la forma fisica
de ia unidad de dosificacion, por ejemplo como cubiertas Asl, ias tabletas o
pildoras pueden estar cubiertas con azucar, goma laca u otros agentes de

g5%



&8

recubnmiento enténico Un jarabe puede contener, ademés de los presentes
compuestos, sucrosa como agente endulzante y ciertos preservativos, tintes y
colorantes y sabores

Los compuestos de la férmula | también pueden administrarse topicamente, y
cuando se hace asi, el vehiculo puede por conveniencia contener una solucion,
unglento o base de gel La base, por ejemplo, puede comprender una o vanas de
las siguientes sustancias petrolato, lanolina, glicoles de polietileno, cera de abeja,
aceite mineral, diluyentes como agua y alcohol, y emulsificantes y estabilizadores

Las soluciones o suspensiones pueden Inclurr también uno o varios de los
siguientes coadyuvantes diluyentes estenlizados, tales como agua para inyeccion,
solucién salina, aceites fijos, glicoles de poliehleno u otros solventes sintéticos,
agentes antibactenales tales como alcohol benciico o metl parabeno,
antioxidantes tales como dcido ascorbico o bisulfito de sodio, agentes ugelantes
tales como acido etileno diaminatetraacético, buffers tales como acetatos, citratos
o fosfatos, y agentes para el ajuste de la tonicidad tales como cloruro de sodio o
dextrosa La preparacién parenteral puede envasarse en ampolletas, jeringas
desachables o frascos de dosis multiples

Los altamente lipofilicos ésteres, amidas y carbamatos de los compuestos | son
capaces de liberacién sostenida en mamiferos durante un periodo de vanos dias ©
de aproximadamente una a cuatro semanas al formularse o administrarse como
formulaciones depdsito, como por ejemplo al ser inyectados en aceite
farmacéuticamente aceptable apropiadamente seleccionado Los aceites
prefendos son de origen vegetal, tales como aceite de sésamo, aceite de semilla
de algoddn, aceite de oliva y similares, o bien son ésteres sintéticos o dcidos
grasos y alcoholes polifuncionales tales coma glicerol o propilenoglicerol
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Las composiciones depésito de la formula | se preparan disolviendo en
condiciones estenlizadas un éster, amida o carbamato altamente lipofilicos de la
presente invencin en un aceite farmacéuticamente acepable bajo condiciones
asténles

El rango de dosificacidn en el que los compuestos de la férmula | muestran su
capacidad para actuar terapduticamente puede vanar dependiendo de la
enfermedad o condicidn que se esté tratando y su sevendad, el pacients, la
formulacidn, de otros estados de enfermedad subyacentes que sufre el paciente, y
de otros medicamentos que se puedan estar adminisirando simultaneamente al
paciente Generalmente los compuestos de la fdrmula | mostrardn sus actividades
terapéuticas a niveles de dosificacidn entre aproximadamente 0 001 mg/kg de
peso corporal del paciente/dia y aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal del
paciente/dia

En ofro aspecto, la presente Invencidn proporciona nuevos agentes
radioetiquetados reproductores de la imagen de la férmula |, uties entre otras
cosas para reproducir la imagen de los receptores D de dopamina en el sistema
nervioso central para diagnosticar anormmalidades del sistema nervioso central

Los compuestos de formas radioetiquetados (tntiados y etrquetados C-14) de la
férmula | son utiles como radioligantes para determinar el enlace de compuestos al
receptor D3 de dopamina Ellos son utiles como compuestos padres etiquetados
para determinar el metabolismo del compuestoc en animales Para este propdaito
se prefieren los compuestos de la férmula | donde R es grupo (a) con un *C
radioetiquetado en la 3* posicién del anilio benzofbjtofeno, L es trfluorometil, p es
1, Raes hidrégeno, nes 1,168 0, y A es N Particularmente prefendos para este
propdsito son los compuestos de la formula IA. Como se emplea aqui, un
“compuesto de la férmula 1A” se refenra al compuesto de la férmula | donde R es
grupo (a) donde L es tnfluorometil sustituido en la 6® posicién del anillo benztiofeno
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y un “C radioetiquetado est4 en la 3 posicion del anillo benzo[bjtiofeno, pes 1, A
es N, nes 1,188 0, y Rs 8s hidrogeno Los compuestos de la férmuia A se
pueden preparar de manera anéloga a la expuesta en el ejemplo 21

En una vanedad de trastormos mentales y siquicos, tales como la enfermedad de
Parkinson (PD) se han implicado imbalances en la produccidon de dopamina Por lo
tanto, es conveniente diagnosticar y monitorear tales imbalances y monitorear la
eficacia de las drogas y sustancias que afectan la quimica cerebral Actualmente
se han desarrollado nuevos y poderosos métodos de reproduccién de la imagen
que postbilitan la evaluacidon i vivo del cerebro vivo Métodos tales como la
tomografi de emisibn de positrones (PET) y la tomografia computarizada de
emision de fotones individuales (SPECT) involucran administrar a un paciente una
sustancia rastreable radioactiva que comprende un ligante que se enlaza a los
neuroreceptores presindpticos y postsindpticos en el cerebro del paciente Se
miden las emisionas (basicamente se emiten rayos gama desde Ios positrones o
fotones desde el rastreador radiactrvo) Estas emisiones indican el numero y grado
de ocupacién o bloqueo de los neuroreceptores El numero de receptores o el
grado de ocupacién o bloqueo se calculan utihzando un modelo matemético vy
efectuando la comparacién con un control intra-persona o Inter -persona para
determinar el grado de respuesta de la droga El tratamiento adicional del paciente
con drogas se basa en las comparaciones hechas Sin embargo, para que estos
métodos sean utiles se requiere un ligante que tenga aita especificidad y afinidad
por el receptor deseado

Se cree que ciertos ligantss radiactivos pueden ser selectivos por los
transportadores de dopamina y, por lo tanto, potenciaimente utiles para evaluar los
cambios en la funcién de la dopamina i vivo o In vitro, especialmente para
pacientes con enfermedad de Parkinson, la cual se caractenza por una pérdida
selectiva de las neuronas de dopamina en el ganglio basal y en la sustancia nigra
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Otro aspecto de esta invencién se refiere a métodos para utilizar los compuestos
de la invencién como agentes reproductores de la imagen del sisterna nervioso
central Las técnicas de reproduccidn de la imagen son técnicas de diagnéstico no
invasivas que generalmente involucran administrar extenamente a un mamifero
un compuesio con dtomos marcadores que pueden ser detectados
Generalmente, estos métodos comprenden administrar a un mamifero el
compuesto de la invencidbn disuelto o disperso en un vehiculo o diluyente
farmaceuticamente apropiado El compuesto de la invencibn se enlaza
selectivamente al receptor Da de dopamina, permitiendo as) reproducir ia imagen
de los receptores del sistema nervioso central y haciendo posible entre otras
cosas evaluar la quimica cerebral, la eficacia de las drogas y las funciones
neuronales Las técnicas de reproduccidn de la imagen que son adecuadas para
poner en practica la presente invencidn inciuyen-aunque sin hmitarse a ellas- la
fomografia computanzada de emisibn de fotones individuales (SPECT) y
tomografia de emisién de positrones (PET)

Entre los radionuclidos ampliamente usados en medicina nuclear diagnéstica
estdn tecnecio [®Tc), yodo ['P], carbono [''C], y fluor ['°F] E! agente
radioetiquetado reproductor de la imagen que se ejemplifica especificamente aqui
contiene el radionuchdo ''C Hay que anotar que las mismas reacciones
radioquimicas o reacciones radioquimicas similares se pueden realizar utihizando
radionuclidos distintos al 1'C

La presente invencién se ilustra ademéas con los siguientes ejemplos no imitantes
y la siguients informacién tabulada Se entiende que estos ejemplos son
llustrativos solamente y no pretenden de ninguna manera limritar el alcance de la
presente invencidn Tal como se usan aqui, los siguientes términos tienen los
significados indicados °g” se refiere a gramos, *‘mmol” se refiere a milimoles, "ml*
se refiere a mililitros, C* se refiere a grados Celsius, “TLC" se refiere a
cromatografia de capa delgada, “LC/MS" se refiere a cromatografia
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liquida/espectometria de masa, "APCI® se refiere a ionizacion quimica a presidn
atmosfénca, "mp” se refiere a punto de fusién

EJEMPLOS

Eilemplo 1

Sintesis de Piperazinas Sustituidas Intermedias

E ] H
\i ] o MeO,C.__N._,O
H,N HG N _EEDQ_____
' © + \lcl: OH —ELN CH.GL Hy
CBz
H, 10% PU/C
MeOH

N N__o
Enl,Q - OIE‘L@

Ejemplo 1(a) Preparacién de 3-bencil-pi ina intermadia

A una suspensién de 3-bncil-piperazina-2,5-diona (14 98 g, 73 mmol, preparada
siguiendo generalmente el procedmiento de Halpemn y Wstley, J Org Chem,
1968, 33, 864) en éter dietilico seco (500 mL) se afiade gota a gota a una solucidn
de hidruro de aluminio de htio (400 mL de 1M solucion en éter dietilico, 400 mmol,



54 eq) La suspensién se calienta a reflujo durante 23 horas y se enfna luego a
0°C Luego se afiade agua (70mL) cuidadosamente y se cahenta la suspension
resultante a temperatura ambiente Después de 3 horas, la suspension se filtra y el
séhido se lava con éter diethco (1L) El filtrado se concenctra al vacio para
proporcionar compuesto de titulo crudo (1140 g, 88%) en forma de sdhdo
cristalino amanllo Una muestra (2g) se recnistaliza de ciclohexano y luego de
tolueno para proporcionar el compuesto de tltulo punficado (0 83g) como cnistales
blancos finos mp 80-81°C

Analisis calculado para Cy1HieN2, C,7496, H, 915, N, 1589,
Encontrado C,7484 H,901, N, 16 15

Ny Ne
[:l*@gl“%’in%%'in’ #

HCOl EtOH

ELAO

Elemplo 1(b) A una solucion de LDA (285 mL, 059 mol, 2 M en
heptano/THF etilbenceno) en THF anhidro (300 mL) enfnada hasta -40 °C se le
afadi6 2-metipirazina (48 5 mL, 0 531 mol) gota a gota a través de un embudo de
adiadén Después de completada la adicion, se permiti6 que la reaccén se
calentara hasta temperatura ambiente y se agité durante 40 horas Se enfnéd

H,, 10% Pd/C
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entonces la reaccidn en un bafio de hielo y se ahadid6 NH4CI (500 mL) saturado La
mezcla resultante se extrajo con EtOAc (500 mi, 250, mL) Se secaron los
extractos combinados (NazS04), se filtraron y se concantraron hasta obtener un
sélido humedo color beige Se triturd el producto con Et20 y se recolectd,
secéndose durante la noche para producir 56 0 g (53%) de un s6lido color castafio
claro, mp 81-84°C

Una solucion del sélido arniba obtenido (56 0 g, 0 28 mol) en MeOH (1 1L) y HCI
280 Ml) concentrado se agité a reflujo durante 24 horas La reaccidn se enfnd
hasta temperatura ambiente y se concentrd para obtener un liquido oscuro El
liquido oscuro se enfrid en un barfio de hielo y se le afiadié agua (1L) La solucién
resultante fue neutralizada con una solucién saturada Na:COs y el producto se
extrajo con EtOAc (1 L, 2 x 500 mL) Los extractos combinados se secaron
{NazS0,), se filtraron y se concentraron para producir 46 g de un sélido castafio
oscuro El séhido se punficé mediante cromatografia de columna de centelleo (40%
EtOAc en heptano), produciendo 22 7 de la olefina en forma de espuma color
castafio

Una botella agitadora Parr de 1L fue lavada con nitrdgeno y cargada con 10%
Pd/C (45 g, tipo Degussa) y la olefina obteruda arrba (200 g, 0 110 mol) en
EtOH (450 mL) La reaccién se hidrégeno a 50 ps) durante 3 5 horas, entonces se
filtrd la reaccidn a través de un tapén de celita y fue enjuagada con etanol La
botella se recargd con 10% Pd/C (45 g, tipo Degussa) el filtrado y el HCI
concentrado (15 mL) La reaccién se hidrégenc a 50 psi durante 18 horas,
entonces se diluy6 la reaccidon con MeOH caliente y se filtrd a través de un tapén
de celita El séhdo se lavé completamente con MeOH caliente y el filtrado se
concentrd para producir 11 2 g (39%) del producto final como la sal di-HCI, mp
297-300

Ver Tetrahedron, 30, 1974 pp 667-673 y Tel Lett, 1879, pp 44834486
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Eiemplo 1 {c) Se afladié DBU (14 0 g, 92 mmol) a una solucidn de diacetato de
piperazina (18 2 g, 92 mmol) y aldehido (123 g, 92 mmol) en 92 mL de DMF a
temperatura ambiente La mezcla resuitante se agité a temperatura ambiente

durante 5 horas El producto precipitado se recolecté mediante filtracion, dando
17 1 g de producto

El monocetato (17 0 g, 62 8 mmol) e hidrato de hidracina (9 4 g, 188 6 mmol) en
125 mL de DFM se agitaron a temperatura ambiente durante 20 horas El s6lido
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precipitado se recolectd mediante precipitacion, se lavd con agua y etanol,
produciendo 13 7 g de producto

X TN

La olefina (136 g, 59 1 mmol) y paladio sobre carbono (27 g, 10% Pd/C, tipo
Degussa, 50% Hz0) en 1,2 L de metanol se agtaron en un aparato de
hidrogenacién Parr a 40 psi de hidrégeno, hasta que cesd fa toma de hidrégeno
La mezcla se diluyo con diclorometano y se filtrd a través de celta La
concentracion del filtrado produjo 12 1 g de producto
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Una solucién de LAH (156 mL, 156 mmol, 1M en THF) se afiadié gota a gota a
una solucién a 0°C de piperazina diona (12 1 g, 52 1 mmol) en 100 mL de THF La
mezcla se calentd a reflujo y se agité de un dia para otro La mezcla se enfrnié a
0°C y se afiadieron 30 mL de agua en 200 mL de THF La mezcla resultante se
agité durante 1 hora, iuego se filtrd, el filtrado se lavé con THF y se concentro al
vaclo para ar 7 4 g del producto

Eiemplo 2

C},H

S

Hidrocloruro de 1-{6-{triflurometil)-benzo[b]tien-3-l)-piperazina
28, 2-Carbometoxi-3-amino-6-tnflurometilbenzo[bltiofeno

Equipe una botella de fondo redondo de 3 cuellos y 22 L con un agitador
mecénico, un burbujeador de nitrégenoc y una sonda termopar, cargue con 1 20 kg
(5 55 moles) de 2-nitro-4-tnflurometiibenzonitnio, 589 3 g (496 mL, 5 55 moles) de
metilo tioglicolato y 4 L de NMP Enfrie la solucién amanlla resultante a 2°C y
afiada lentamente durante un periodo de 78 minutocs una solucién preparada de
4660 g (111 moles, 20 eq) de monohidrato de Itio en 336 L de agua,
manteniendo mientras tanto la temperatura entre 1 —20 °C Permita que el lodo
liquido color castafio se caliente a 21 °C durante un periodo de 2 horas y entonces
diluya con 8 0 L de agua (cbserve exotermo->27 °C) Agite durante 40 minutos y
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enfrie a 18 °C, recolecte el producto mediante filtracién, enjuague con 10 L de
agua, luego seque al aire a temperatura ambiente para obiener 1295 kg
(rendimiento 84 7%) de carbometoxi-3-amino-6-trflurometilbenzo[bltiofeno como
un séhido amarnillo claro, 99 8% puro segun ensayo de cromatografia liquida de alta
presion

2b_Hidrocloruro de 1{6-tnflurometil)-benzo[bltien-3-l)-piperazina

Equipe una botella de fondo redondo de 3 cuellos ¥y 12 L con un agitador
mecanico, un burbujeador de nitrégeno y una sonda termopar, cargue con 1 14 kg
(4 14 moles) de 2-carbometoxi-3-amino-6-tnflurometilbenzo-{bjtiofeno, Ejemplo 2a,
196 G (228 moles, 055 eq) de piperazina, 4 L de NMP y 270 mL de xileno
Caliente la solucidn y manténgala a 170-180 °C durante 4 horas, momento en el
cual la reaccién estd aproximadamente 98% completa segun lo determinado
mediante ensayo de cromatografia liquida de alta presibn Enfrie la solucién
castafia a 168 °C yluego afnada 1 605 kg (18 63 moles, 4 5 eq) de piperazina (tem
-> 109 °C) siguiendo con 1 575 kg (28 28 moles, 2 0 eq) de monohidrato de &cido
p-toluenosulfénico (observe exotermo, 109 - >130 °C) Conecte un colector Dean
Stark al condensador y caliente la reaccion para recolectar un azeotropo Retire un
total de 410 mL de un destilado acuoso, permitiendo que la temperatura del
recipiente aumente de 145 a 165 °C Controle e! desarrollo de la reaccidn
mediante ensayos de GC/MS y cromatografia Ifquida de alta presién Después de
14 horas a aprox. 165 °C (>99% de conversién segun ensayos de cromatografia
hquida de alta presién y GC/MS), enfrie la reaccién a 30-35 °C y luego amortigue
en un extractor que contiene 5 kg de hielo, 12 L de agua y 8 5L de tolueno Separe
las fases, lave el exiracto organico con 11 L de 0 5 N NaOH, 2 L de NaCl acuoso
saturado y luego extraiga con 8 L de 1N HCI Diluya el extracto acuoso dcido con 1
kg de hielo, y basifique a un pH de 11 2 afladiendo 6§24 g de 50% NaOH Exiraiga
la mezcla resultante con 9 5 L de tolueno Lave el extracto de tolueno con 2 L de

26
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NaCl acuoso saturado, seque (NazSOs) y filtre Cargue el filtrado en una botella de
fondo redondo de 3 cuellos y 22 L (N2, agitacibn mecénica, sonda de control de
termperatura) y aflada un total de 3 7 L de 1N HCI etéreo a 20-27 °C de tal manera
que la mezcla sea positiva al papel indicador Congo Red Durante la adicién de
HCI aflada un total de 2 5 L. de tolueno para mejorar la agitacién del lodo liquido
resultante Agite a temperatura ambtente durante 40 minutos, filtre el lodo y lave
con 45 L de tolueno Luego de secar al aire, se obtiene 1 165 kg (rendimiento
87%) de hidrocloruro de 3-piperazinil-6-trifluorometil-benzofbltiofeno como un
sé6lido color rosado-beige claro, 99 1% puro segun ensayo de GC/MS

Ejemplo 3
H
\ / )N H—Ct
(o)

Hidrocloruro de 3-Piperidinii-4ll-tieno[2,3-dJisoxazol

A

\ /4

Br

-

264
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3a__ Ester terc-butlico de &cido 4-(3-Bromo-tiofen-2-carbonil)-pipendina-1-

carboxilico

Agite una solucién, bgjo nitrégeno, de 3-bromotiofeno (21 mL, 0224 mol) en
tetrahidrofurano (1 0 L) a 78 °C y afiada una solucién de 2 OM de disopropilamida
de htio en heptanoftetrahidrofuran/etilbenceno (112 mL, 0 224 mol) durante 45
minutos Agregue gota a gota, sobre 2 h, una solucién de 1,1-ester tetrahidrofuran
de &cido 4-(N-metoxil-N-metilcarboxamido)-1-pipendinocarboxilico (preparado de
acuerdo con US 5,134,139, 139) (79,4 g, 0 291 mol) en tetrahidrofuran (800mL)
Agite durante 2 horas, aftada una solucién de cloruro de amonio saturado, y agite
durante o 5 hora adicional Filtre el sélido resultante, y cierta el filtrado en agua
(800 mL) Extraiga la mezcla acuosa con éter y concentre para obtener un liquido
oscuro Vierta el iquido en agua (400 mL), aflada NaCl y extraiga la mezcla
acuosa con éter Enjuague el extracto con agua, solucién salina y seque sobre
NazSO4 Filire y concentre para obtener el producto crudo Cromatografie el
producto sobre gel de sllice (porcentaje éter/éter, 4 1) para obtener 41 5 g (50%)
de sélido blanco

3b. Ester terc-butilico de dcido 3-Bromo-tiofen-24i-hidroxami el
piperidina-~1-carboxolico

=
364
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Agite una mezcla de Ester terc-butilico de acido 4-(3-Bromo-tiofen-2-carbonil)-
pipenidina-1-carboxiico (Ejemplo 3a) (415 g, 011 mol), hidrocloruro de
hidroxilamina (15 4 g, 0 23 mol) y pindina (190 mL) a temperatura ambiante de un
dia para ofro Vierta la reaccidn en agua (500 MI) y extraiga con diclorometanc
(3x) Lave los extractos combinados con solucion de CuSQ4 saturada (2x), seque
{(MgSO4) y concentre en un sélido verde Disuelva el sélido en tolueno (175 mL) y
deje reposar a temperatura ambiente durante 3 horas Recolecte los cnstales
resultantes que se forman y lavelos con tolueno (60mL) Concentre el filtrado y
disuelva nuevamente el residuo en tolueno y proceda a recolectar cristales
adicionales para obtener un rendimiento total de 25 g (58%) de! compuesto del
titulo como un séhdo verde claro

\/\N

3c.Ester terc-butilico de écido 4-Tieno[2, 3-dlisoxasol-3-ii-pipendina-1-carboxilico

Afiadir a una solucidn en agitacién de ester terc-butilico de &cido 4{(3-Bromo-
tiofen-2-i)-hidracxamino-metil}-pipendina-1-carboxbiico (Ejempio 3b) (25 g, 642
mmol) en 2-metoxietanol (200 mL), una solucién de hidréado de potasio (7 2 g,

266
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128 4 mmol) en agua (20 mL) Caliente la reaccién a 60°C y después afiada polvo
de cobre (1 25 g) Agite a 60-70°C por 6 horas y después a temperatura ambiente
de un dia para otro Vierta la mezcla de la reaccidn en agua (500mL) y extraiga
con EtOAc (3x) Concentre en un residuo oscuro y punfique mediante
cromatografia de columna sobre gel de silice (heptano/EtOAc, 4 1) para poducir
9 8 g (50%) de un sdlido blanco

3d Hidrocloruro de 3-Pipendinil-4-ij-tienol[2,3-dlisoxasol

Afada HCL etéreo (10mL) a ester terc-butilico de acido 4-Tieno[2,3-dlisoxasol-3-II-
piperidina-1-carboxilico (Ejemplo 3¢) (10 g, 32 mmol) y después metanol (1mL)
para efectuar la solucibn Permita que repose a temperatura ambiente durante 1
hora y después recoja 034 g de sélido blanco, mp 263-265 °C Del filtrado
recolecte 0 25 g de s6lido blanco adicional, mp 263-265°C Las dos muestras MS,
m/z=209 (M+H)"

Anélisis (muestra mp 263-265°C)

Caiculado para CioH12N20S HCI 49 08%C 5 35%H 11 45%N
Encontrado 49 03% 5 29%H 11 25%N
Ejemplo 4
H

~

321

3(.‘1'
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1{6-Fluoro-benzo|b]tiofen-3-il)-[1,4]dlazepanc

4a Acido 3-amino-6-flucrojblticfen-2-carboxilico

A 50 °C, afiada a una solucién en agitaciébn de 2-carbometoxi-3-amino-6-fluoro-
benzo[bltiofeno (preparado de acuerdo con US 5,143,823), (90 1g, 04 mol) en
H20 (450mL), una solucibn acuosa al 50% de NaOH (64 g, 0 8 mol) por 2-3
minutos Caliente la solucién a 70-73 °C y continue agitando durante 3 horas
Afada 10% de 1sopropanol acuoso (45 mL) y lleve a reflujo Retire el 1sopropano
bajo N2 y agregue H20 (300mL) Enfrie la mezcla de la reaccién hasta entre 7-
10°C y agregue HCI concentrado (80 mL) Agregue H?O (650 mL), enfrie a 5-7 °C,
filtre el s6lido resultante, y lave el pastel filtrado con H?O (2x150 mL) Deque el
séhido al vacio a 35 °C para obtener 80 6 g (97%) de s6hdo mp 160-163°C, TLC
gel de silice (diclorometano/metanol, 3 1), R=0 69

4b 1-{6-Fluoro-benzo[bltiofen-3-i)-[1.4]diazepano

Caliente una solucién de &cido3-amino-6-fluoro-benzo{b]tofen-2-carboxilico (5 0 g,
24 mmol) en 1-metil-2-piTolidinona (5 mi) a 100°C por 2 horas, y después,
introduzca una comente de nitrdgeno, para enfnar la solucién a temperatura
ambiente Afiada homopiperazina (95 g, 95 mmol) y monohidrato de &cido
sulfénico p-tolueno (9 0 g, 47 mmol) y caliente la mezcla a 145 °C por 4 horas
Después de ese tiempo, enfrie la mezcla de la reaccién a temperatura ambiente,
diluya con et acetato (30 mL) y lave con solucion salina (3x15 mL) Separe ia
capa orgénica y seque sobre MgSO4 Evapore el solvente y punfique el producto
crudo mediante cromatografia de columna (8102, 100 g CH2Clo/MeOH 9 2,
después CHxClMeOH/NHOH 92015) para dar 39 g (65%) de aceite
amanllento LC/MS (LiCrésfero 5 p, RP-18, 250 mm

35‘8
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CHaCN/Agua-gradiente 20% — 100% (25 minutos), Flyo 1 5 mL/min
tr= 10 74 min, m/z= 250 3

Elemplo 5
~oN
3
N

44{4-{6-Fluoro[b]tiofen-3-l)-[1,4]diazepan-1il]butironitrilo

Afiada carbonato de potasio (39 3 g, 284 mmol) a una solucién de 1-{6-Fluoro-
benzo|bltiofen-3-il){1,4]Jdiazepano (Ejemplo 4) (237 g, 85 mmol) y 4-
bromobutironitnio (21 0 g, 142 mmol) en acetonitnio (400 mL) y agite la mezcla
bajo reflujo durante 10 horas Filtre la mezcla, evapore el solvente, y disuelva el
residuo en etil acetato (EtOAc) Lave con agua y solucion saturada de cloruro de
sodio, y seque la fase orgdnica sobre MgSO4. Evapore el solvente al vaclo, y
purtfique el producto crudo mediante cromatografia de columna (ErOAc/MeOH
9 1) para producir 12 9 g de una aceite amanlio LCMS, (LiCrosfero 5 u, RP-18,
250 mm CHsCN/Agua (0 05% TFA)-gradinete 2% — 98% (20 minutos), Flujo 075
mL/min)

tr= 9 46 minutos, m/z=317 3
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Ejiemplo 6

ool

N\
S

4-[4({8-Fluoro-benzo[b]tiofen-3-il)-{1,4]diazapan-1ifjbutilamina

Afiada por 30 minutos, a temperatura ambiente, una solucion de LIAIH4 en eter
dietil (1M, 72 5mL) a una solucién de 4{4-(6-Fluorofbltiofen-3-){1,4]diazepan-
1iljoutironitnio (Ejemplo 5) (11 5 g, 36 2 mmol) en éter diet seco (200 mL)
Caliente {a solucién al reflujo durante 5 horas Después de este tiempo, deje
enfnar la soluciébn a temperatura ambiente y cuidadosamente enfrie la reaccidn
con agua y solucién acuosa de hidréxido de sodio Separe las fases, y re-extraiga
la fase acuosa con EtOAc. Seque las fases orgdnicas combinadas sobre MgSQOy, v
retire el solvente al vacio Purfique el producto crudo mediane cromatografia de
columna (CH2Cl>/MeOH/NH,OH 9 2 0 25) para obtener 8 9 g de una aceite sin
color LC/MS, (LiCosfera 5 p RP-18, 250 mm CH,CN/Agua (0 05% TFA)-gradiente
2% — 98% (20 minutos), Fluyjo 0 75 mL/min), tr=7 79 minutos, m/z= 321 3

Eiemplo 7
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4-[4-(68-Fluoro-benzo[b]ltiofen-3-1){1,4]diazapan-1-i]pentano-nitrilo

Siga el procedimiento del Ejemplo 5, y sustituya el pentanonitnio por butironitnlo
en éste para obtener el compuesto del titulo (LiCrodsfero 5 u, RP-18, 250 mm
CH;CN/Agua (D 05% TFA)gradiente 2% — 98% (20 minutos), fluyo 075
mL/min)ta= 10 4 min, m/z=331 5

Eiemplo 8
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4-[4{6-Fluoro-benzo[b]tiofen-34l){1,4]dlazapan-1-l]pentianuna
Siga el procedimiento del Ejemplo 6, y sustituya 4-[4-(6-fluoro-benzo[b]Jtiofen-3-il)-
[1.4]dazapan-1-i]pentanonitnio (Ejemplo 7) en éste para obtener el compuesto del
titulo LCMS, (LiCrosfero 5 u, RP-18, 2560 mm CHa.CN/Agua(0 05% TFA)-
gradiante 2% — 98% (20 min), Flujo 0 75 mL/min), tg= 8 31 min, m/z= 3355

Ejemplo 9

NH,

o~
O 2 H—CI
CF;Q‘j

S

Dihidrocioruro de 4{6-tnfiuorometil)-benzo[b]tien-1-piperazinebutanamina
/‘f‘ N
(0
-4
S 0 H

9a, (z)-2-Butenodioato 4-{6-trifluorometil)-benzolbitien-3-1)-1-piperazinebutil-nitn
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Haga reflur una mezcla de 1-{6-{tnfluorometil)-benzo[bjten-3-il)-piperazina
(Ejemplo 2) (101 g, 353 mmol), 4-bromobutironitnio (625 g, 423 mmol),
carbonato de potasio anhidro (8 00 g, 57 9 mmol), y acetonitnio anhidro (80 mL)
durante 18 horas Filtre la pasta aguada, lave los insolubles con diclorometano
(2x150 mL), y concentre el filtrado al vaclo Recoja el residuo en el diclorometano
(125 mL), lave con 5% de NaOH (75 mL) acuoso, agua (75 mL) y seque (K2COa)
Concentre al vacio y cromatografie el producto crudo sobre gel de silice (1EtOAc)
para obtener 10 3 g (82%) de aceite &mbar Afada a una solucién etandlica del
aceite (12 g, 3 40 mmol), &cido maleico (400 mg, 3 45 mmol) y concentre la
solucién al vacio para recibir una goma Tnture la goma con EtOAc para dar un
sélido Re-cristalice el s6lido de metanol/EtOAc para obtener 1 01 g de cristales
blancos, mp 158-159°C

Analisis
Calculado para C21HxF3N30S 47 45%C 5 62%H Q9 76%N
Encontrado 47 10% 5 67%H 9 62%N

Elemplo 10

CF.QfOANHfOX



Hidrocloruro de 1-{4-metoxi-fenil)-3-{4[4-{6-tnflu rometil-benzo[b]tiofen-3l)-
piperazin-141]-butil}-urea

Bajo nitrégeno, aguegue 4-metoxifenil 1Isocianato (0 42 g, 2 8 mmol) en CHCls (18
mL) a una solucidn en agitacion de 4{6-trifluorometil)-benzo[bjtien-1-
piperazinebutanamina (base libre del Ejemplo 9b) (1 0 g, 2 8 mmol) en CHCI, (10
mL) Deje que la reaccion se agite a temperatura ambiente durante 18 horas, filtre
el sdlido resultante, lave con CHCl3 y obtenga 1 0 g de un residuo pegajoso
Someta a cromografia el residuc sobre 40 g de gel de silice (CH2.Cl/MeOH, 24 1),
y obtenga unos 100 mg adicionales de producto Combine las muestras, disuelva
en EtOAc-MeOH caliente (100 mL-2mL), filtre y después de enfriar agregue HCI
etéreo para precipitar la sal de hidrocloruro Después de 2 horas recolecte 787 mg
de la sal como un sélido blanco, mp 228-231°C Agte el sélido en acetonitnio
refluyente durante 45 minutos, deje que la mezcla se enfrie y fiitre el sdlido para
obtener 570 mg del compuesto del titulo como un séhdo blanco, mp 240-242°C

Andlisis
Calculado para CosHxpFaN4O2SeHCI 5529%C 557%H 10 32%N
Encontrado 5521%C 571%H 10 22%N

Ejemplo 11

O’\/\’H\QN\@\%

CF,
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Hidrocloruro de1-{4-metil-fenil)-3-{4[4-{8-triflucrometil-benzo[b]tiofen-3-l)-
piperazin-1-+l]-butil}-urea

Agregar isocianato de p-tolil (0 1 g, 3 1 mmol) en CHCl (8mL) a una solucién en
agitacibon de 4{6-trifluorometil)}-benzo[b}tien-1-piperazinebutanamina (base libre
del Ejemplo 9b) (1 1 g, 3 1 mmol) en CHCls (BmL) Deje que la reaccién se agite a
temperatura ambiente durante 63 horas, filtre el s6lido resultante, lavelo con CHCI3
y obtenga 677 mg de producto como un sélido beige Disuelva el sélido en EtQOAc-
MeOH caliente (100mL-2mL), filtre y después de enfrnarse afiada HCI para
precipitar una sal hidroclorura Recolecte 869 mg de la sal como un sdlido blanco,
mp 231-234°C

Recnstalice el sdhdo del etanol absoluto para obtener 595 mg (37%) del
compuesto del titulo como un sélido blanco, mp 240-242°C

Anélisis
Calculado para CxsHxFaN4O2SeHCI 56 97%C 574%H 10 63%N
Encontrado 5702%C 583%H 10 68%N

Eilemplo 12

214
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Tncluoroacetato de 1{2,6-diflu ro-benzo]b]tien-3l)-piperazina

A
stk
F“C};j

12a Ester terc-butlico de dcido 4-{6-fluoro-be bltiofen-3-il)-piperazina-1-
carbox(lico

Agregue una solucién de dicarbonato di-terc-butilico (5 15 g, 23 6 mmol) en CHCh
(15 mL), gota a gota durante 45 minutos a una solucién a —-65°C de 1{(6-
fluorobenzo[b]tiofen-3-il)-piperazina (preparada de acuerdo con US 5,143,923),
(2 8 g, 11 8 mmol), 4{dimetil-amino)pindina (0 16, 1 3 mmol), y dusopropiletiiamina
(43 mL, 32 g, 24 8 mmol) en CHCIls (50 mL) Después de la adicién completa,
agite la reaccién a temperatura ambiente durante 20 horas, y después vierta la
reccién en una mezcla de 5% NaOH/EtOAc acuoso frio (150/150 mL) Extraiga el
producto en EtOAc, lave el extracto con H20, solucién salina y concentre en un
aceite rojo Punfique el aceite crudo sobre gel de silice (EtOAc), para obtener 36 g
de aceite rojo, LC/MS m/z= 337 (M+H)"



12b Ester terc-butilico de écido 4-{2-bromo-6-flucro-benzo[bltiofen-3-il)-

piperazina-1-carboxilico

Agregue N-bromosuccinimida (0 59 g, 3 3 mmol) a una solucién en agitacion de
ester terc-butilico de acido 4-(6-fluoro-benzo[bltiofen-3-il)-piperazina-1-carboxilico
(Ejemplo 12a) (1 00 g, 2 97 mmol) en CHCI3 (32 8 mL) y someta a reflujo por 30
minutos Deje enfnar a temperatura ambiente y filtre Evapore el solvente y
punfique el residuo mediante cromatografia sobre gel de silica (EtOAc/heptano,
9 1) para obtener 0 53 g (43%) de aceite, MS, m/z= 416 (M+H)"

En un procedimiento altermnativo, aguegue N-bromosuccimimida (1 319 g, 6 62
mmol) a una solucidn en agitacion de ester terc-butilico de acido 4-(6-fluoro-
benzo[bltiofen-3-l)-piperazina-1-carboxilico (Ejemplo 12a) (2 226 g, 6 62 mmol) en
CCls y someta a reflujo por 2 horas Deje enfnar a temperatura ambiente y filtre
Evapore el solvente y punfique el residuo mediante cromatografia sobre gel de
sflice (EtOAc/heptano, 9 1) para obtener 2 34 g (84%) de aceite
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12c_Ester terc-butilico de dcido 4-{2-fluo flucro-be bofen-3-il}-piperazina-
1-carboxilico

A una temperatura de -65°C agite, bjo nitrégeno, una solucién del ester terc-
butilico de &cido 4+(2-bromo-6-fluoro-benzo[bltiofen-3-il)-piperazina-1-carboxllico ,
Ejemplo 12b, (1559 g, 37 55 mmol) en THF anhidro (247 mL) y affada, gota a
gota, n-butilitio en hexano (2 5M, 19 53 mL), 48 82 mmol) Agite por 30 minutos y
después agregue, gota a gota, N-fluorobencenosulfonamida (17 76 g, 56 33
mmol) disueito en THF anhidro Agite de un dia para otro a temperatura ambiente,
enfrie la reaccién a 0°C, agregue NaCl saturado y después enjuague Extraiga la
mezcia con EtOAc (3x's), combine los extractos y lave con agua y solucion salina
Seque el extracto (MgSQJ), y concéntrelo para obtener 11 0 g de aceite Someta a
cromatografia el aceite sobre gel de sflice (éter/porcent Eter, 9 1) y obtenga 6 28
g (52%) de aceite rojo, MS, m/z, 354 (M+H)’

12d Trfluoroa 142 fluoro bltie 11)-pi a
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329
Agite una solucibn de ester terc-butllico de acido 4-(2-fluoro-6-fluoro-
benzo[bltiofen-3-il)-piperazina-1-carboxilico, Ejemplo 12¢ (250 mg, 070 mmol) en
dcido trfluoroacédtico /22 mL) a temperatura ambiente durante 30 minutos
Evapore el dacido trifluoroacético y trate el residuo con éter Agite la suspension a

temperatura ambiente durante 2 horas, y filtre el sdlido blanco resultante para
obtener 191 mg (56%) de la sal de trifluoroacetato MS, m/z= 265 (M+H)*

Ejemplo 13

4-{6-{2,6-difluoro-benzo[bltien-1-piperazinabutanamina

o7

F
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13a 244 6-fluorobe bltiofen-3-i1)-pi ina-14llbutibsoindol-1,3-diona

Agite y haga reflurr bajo argébn una mezcla de 1-{2,6—difluoro-benzo|bJtien-3-il)-
piperazina (base libre del Ejemplo 12d) (1 48 g, 58 mmol), bromobutilftalamida
(165 g, 56 mmol), tnetilamina (1 2 mL) y acetonitnio (25 mL) durante 4 horas
Deje enfriar la reaccion y después diluyala con diclorometano Lave la solucion
organica con agua, solucién saturada de KoCO3 y seque (KoCOs) Concentre el
solvente y obtenga 2 55 g de s6lido Someta a cromatografia el s6lido sobre gel de
silice (CH2C2/MeOH, 49 1) para obtener 2 1 g de s6iido, mp 123-125°C, MS, m/z=
456 (M+H)"

13b 4-[6-(2 6-difluoro-benzo[bltien-1-piperazinabutanamina

Agite una suspensibn, bajo argén, de 2-[4{4(6-fluorobenzolbjtiofen-3-1)-
piperazina-1-iljbutiisoindol-1,3-diona (Ejemplo 13a) (2 05 g, 4 5 mmol) en MeOH
anhidro (30 mL) y agregue hidracina (0 5 mL, 15 9 mmol) Haga reflurr durante 2 5
horas y deje enfnar a temperatura ambiente Enfrie la reaccién an bafio de hielo y
afiada 1M HCI a un pH —1 Filtre la mezcla, enfrie el filtrado en un bafio de hielo, y
agregue 50% de NAOH acuoso para basfficar Extraiga ila mezcla acuosa con
dicloro-metano, lave el extracto con Hx0O, seque con K:COs y concentre para
obtener 1 4 g de aceite, que se cristaliza al reposo, LC/MS, m/z= 326 (M+H)*

Ejemplo 14

(J/\NHI(NOCH,

F

43°



1<{4-metil-fenil)-3-{4-[4{2,6-difluoro-benzo[bltiocfen-34l)-plperazina-1-l]butil}-
urea

Agregar una solucién de 4-metiifenil 1socianato (43 3 mg, 032 mmol), en CHCIs (1-
2 mL) a una solucién de 4-[6-{trflucrometil)-benzo[bjtien-1-piperazinabutanamina
(Ejemplo 13b) (3 5 mL de una solucidon 0 086M en CHCls, 0 31 mmol) y agite Ia
reaccién durante 20 horas Filtre el sélido resultante o concentre la reaccién y
recolecte el sélido después de tnturar con EtOAc para pbtener 102 7 mg del
compuesto del titulo LC/MS (Ymc005-AQ, 4x50 mm, agua/CHaCN/dcido acetico,
9455005 100% durante 01 minuto después agua/CHsCN/dcido acético,
5094 505 gradiante ineal - 100% (2 minutos, detener 4 minutos), Fluo 10
mi/min) tg= 3 22 minutos, m/z= 459 (M=H)"

Ejemplos 15-18

A las siguientes condiciones de cromotografia liquida de alta presién (HPLC) se
refieren en los Ejemplos 15-18

Condicién | de HPLC

A) 95/5/0 1% Agua/Acetonitrilo/Acido Férmico

B) 5/95/0 1% Agua/Actonitrilo/Acido Férmico

Columna YMC ODS-A 4x50 mm, Velocidad de Flujo 2mL/minuto

Las condiciones HPLC tniciales consistian en 100% (A) fluo a 2mbL/minuto
Después de la inyeccién inicial, se realizé un gradiente ineal de manera que a los
2 minutos las condiciones de HPLC eran 100% B Estas condiciones se
mantuvieron entonces por 3 4 minutos, momento en el cual el sistema regresé a
las condiciones iniciales y se equilibré para el siguierte analisis

Condicién |l de HPLC
A) 85/5/0 1% Agua/Acsetonitrilo/Acido Férmico
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B) 5/95/0 1% Agua/Acetonitrilo/Acido Férmico

Columna YMC ODS-A 2x50 mm, Velocidad de Fiujo 1mL/minuto

Las condiciones HPLC iniciales consistian en 100% (A) fluo a 0 1 mL/minuto
Después de la inyeccion inicial, se realizé un gradiente lineal de manera que a los
2 minutos las condiciones de HPLC eran 100% B Estas condiciones se
mantuvieron entonces por 3 5 minutos, momento en el cual el sistema regresé a
las condiciones miciales y se equilibré para el sigulente analis:s

Condicién lll de HPLC

A) 95/5/0 5% Agua/Acetonitrilo/Acido Férmico

B) 5/95/0 5% Agua/Acetonitriio/Acido Férmico

Columna YMC ODS-A 4x50 mm, Velocidad de Flujo 2mL/minuto

Las condiciones HPLC iniciales consistian en 100% (A) fluo a 2 mL/minuto
Después de la inyeccién inicial, se realizé un gradiente lineal de manera que a los
2 minutos las condiciones de HPLC eran 100% B Estas condiciones se
mantuvieron entonces por 3 4 minutos, momento en el cual el sistema regresé a
las condiciones iniciales y se equilibrd para el siguente analisis

Eiemplo 15

1{4{4(6-metil-tieno[2,3-d]Isoxazol-3-l)piperidina-1-l]-butil }-3-
(sustituido)fenil-ureas y bis-ureas

15a P ra @ aster terc-butilico de dcido 4{1-{3-bro etil-t 0-2-11)-
metanoil-pipendina-1-carboxllico

[

\ | N
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En condiciones nertes,afiadir una solucion 2 0 M (en tetrahidrofuran/n-heptano) a
diusoproptlamida de [itio (29 65 mmol, 14 83 mL, 1 05 equivainetes) a una solucion
fna (-78°C) de 3-bromo-4-metiltiofeno (28 24 mmol, 5 00 g, 1 00 equivainetes) en
tetrahidrofuran seco (27 33 mL) Agite a —=78°C por 1 hora y afiada una solucién de
éster terc-butiico de acido 4-{metoxi-metil-carbamoll)-piperidina-1-carboxilico
(28 24 mmol, 7 68 g, 1 00 equivalentes), gota a gota Continue agitando a —78°C
durante 3 horas Enfrie la mezcla de la reaccién con cloruro de amonio saturado
(acuaso, 55 mL) y deje que se caliente a temperatura ambiente Extraiga la mezcla
de la reaccién con una mezcla de et acetato dietil éter (1 1, 3 x40 mL) Combine
los extractos y seque sobre sulfato de magnesio, filtre y evapore Punfique el
residuo mediante cromatografia de columna chispeante utilizando una mezcla de
n-heptano et acetato (4 1) para producir un sélido amarilio cnstalino (9 84)

MS (Cl, metano) m/e 388 (MH"), LC/MS (APCI), m/e 288 (M-100), tiempo de
retencién 2 minutos 43 segundos Condicidn |

15b_Preparacion de ester terc-butilico de écido 4-[1-{3-bromo-4-metil-tiofeno-2-
i}—1-hidroximino-metil-pipendina-1-carboxilico

Afiada hidrocloruro hidréxido de amonio (50 68 mmol, 3 52 g, 2 00 equivalentes) a
una solucion agitada de éster terc-butilico de dcido 4{1-{3-bromo-4-metil-tiofeno-
2-l)-metancil-pipendina-1-carboxilico (25 54 mol, 984 g, 1 00 equivalentes) en
pindina (47 5 mL) Agite a temperatura ambiente de un dia para otro y a 70°C por

233



4 horas Enfne la mezcla de la reaccién y agregue &cido hidrocidnco (solucién 3
M, 115 mL) Extraiga la mezcla de la reaccién con diclorometano (115 mL), filtre la
capa orgénica, lave con agua (100 mL), seque sobre sulfato de magnesia, fiitre y
evapore Recnstalice el residuo resultante del tolueno para producir un sdlido
blanco (4 84 g) LC/MS (APCI), m/e 403 (MH"), tiempo de retencién 2 minutos 32
segundos Condicion |

15¢_Preparacién de ester terc-butilico de dcido 4-{6-metil-tienof2. 3-dlisoxasol-3-il})-
pperidina-1-carboxflico

Anada carbonato de cesio (372 mmol, 121 g, 1 50 equivalentes) y yoduro de
cobre (0 25 mmol, 47 mg, 0 10 equivalentes) a una solucidn agitada de éster terc-
butihco de dcido 4{1-(3-bromo-4-metil-iofeno-2-i1)-1-hidroximmo-metil]-pipendina-
1-carboxilico (2 48 mmol, 1 00 g, 1 00 equivalentes) en 2-metox: etanol (25 mL)

Agrte la mezcla resuitante a temperatura ambiente de un dia para otro y filtre para
retirar el matenal inorganico Concentre el filtrado y divida el aceite resultante entre
otil acetato (75 mL) y agua (25 mL) Extraiga la capa acuosa con etil acetato (2x75
mL) y lave las capas orgédnicas combinadas con cloruro de sodio saturado

334
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(acuoso, 25 mL), seque sobre sulfato de magnesio, filtre y evapore Punfique el
residuo mediante cromatografia de columna centelleante eluyendo con n-heptano
etil acetato (4 1) para producir un séhdo blanco (588 mg) MS (Cl, metano) m/e
323 (MH"), LC/MS (ESI), m/e 345 (MNa'), tempo de retencién 2 05 minutos
Condicion I

15d Preparacion de hidrocloruro de 6-metil-3-piperidina-4-i-tienol[2, 3-dlisoxasole

ne” ~ | H

Agite una solucion de éster terc-butilico de acido 4-(6-mehi-tieno[2, 3-dJisoxasol-3-
Il}-pipendina-1-carboxilico (8 84 mmol, 285 g, 100 equivalentes) en &acido
hidroclorico (4875 mL, 1 M solucién en dietil éter) y metanol (200 mL) a
temperatura ambiente por 35 horas Filtre la suspension, recolecte el sélhido
blanco y seque para producir el producto deseado (659 mg) Deje que el licor
madre se madure de un dia para otro, filtre, recolecte el sélido blanco y seque
para producir producto deseado adicional (1 252 g) LC/MS (ESI), m/e 223 (MH"),
tiermpo de retencién 1 14 minutos Condicién i

156, Preparacién de 4-{4-{6-meti-heno[2 3-dlisoxasol-3-l)}-piperidina-1-1l}-
butironitnio

He” ¢ ]
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Afiada carbonato de potasio (17 72 mmol, 2 45 g, 2 40 equivalentes), yoduro de
potasio (0 73 mmol, 123 mg, 0 10 equivalentes), y 4-bromobutironitnio (8 86 mmol,
088 mL, 1 20 equivalentes) a una solucidn agitada de hidrocloruro de 6-metil-3-
pipendina-4-l-tienof2,3-d]isoxazole (7 38 mmol, 191 g, 100 equivalentes) en
acetonitnio (10 84 mL) y agua (3 60 mL) Agite la mezcla resultante a reflujo de un
dia para otro Enfrle a temperatura ambients, filire la mezcla de la reaccién y lave
el matenal sélido recolectado con diclorometano y evapore el filtrado Recoja el
residuo en diclorometano (45 mL), amortigie con hidréxido de sodio (acuoso, 18
mL, 2 M), agua (18 mL), hidréxido de sodio saturado (acuoso, 18 mL), seque
sobre sulfato de magnesio, fillre y evapore Punfique el residuo mediante
cromatografia de columna chispeante usando un gradiente y lave con una mezcla
de n-heptano etil acetato (0 5 9 5) a etil acetato (100%) para producir el producto
deseado como un aceite castafio (663 mg) LC/MS (ESI), m/e 280 (MH"), tempo
de retencion 1 19 minutos Condicién I

15f Preparacion __de 4-{4-{6-meti-tieno[2 3-d]isoxasol-3-1}-pipendina-1-il}-

butllamina

! S NN,
HCT N ]
o—N

En condiciones inertes, afiada hidruro de aluminio de litio (3 42 mmol, 3 42 mL,
1 50 equivalentes 1 0 M solucién en tetrahidrofurano) a una solucién agitada de 4-
[4-(6-metil-henof2,3-d)isoxasol-341)-pipenidina-14ij-butironitnio (228 mmol, 660
mg, 100 equivalentes) en tetrahidrofuran (seco, 1286 mL) Agite la solucién
resultante a temperatura ambiente durante 2 5 horas Amortigle la mezcla de

316



1+

e

227

reaccién agregando agua (0 16 MI), después hidréxido de sodio (acuoso, 0 16 mL,
solucidn 2 M)) y agte vigorosamente durante 30 minutos Filtre la mezcla
resuitante a través de una cama de celite®, seque sobre sulfato de magnesio, filtre
y evapore para producir el producto deseado (457 mg) como un aceite castafio
LC/MS (ESI), m/e 294 (MH") , iempo de retencién 0 56 minutos Condicion Il

Las siguientes

1{4-{4-{6-metil-tieno[2, 3-d]isoxazol-3-l)piperidina-1-1]-butil}-3-

(sustituido)fenil-ureas y bis-ureas se prepararon usando 4-{4-(6-metil-tieno[2,3-
djisoxazol-3-il)piperidina-1-il}-butiiamina (15f) y llevando a cabo los procedimientos
encontrados a continuacién de la tabla

Compound
Number

Product

LC/MS (ESI)
Conditon |

15-1

mv/e 457 (MH*),
retention time
1 40 minutes

15-2

m/e 427 (MH*),
retention me
1 40 minutes

15-3

m/e 431 (MH*)
retention time
1 38 minutes

15-4

m/e 431 (MH"),
retention time
1 39 minutes

155

m/e 443 (MH*),
retention time
1 38 minutas

15-6

m/e 515 (MH"),
retention time
1 52 minutes

15-7

m/e 620 (MH"),
retantion time
1 85 minutes




158 |= m/e 567 (MR*)
Q' retention time
) 1 62 minutes
8 N Y"
—\’\‘"r"
o
15-9 m/e 592 (MH")
QO b retention time
o 1 59 minutes
O
O-N o O’o\
15-10 F m/e 736 (MH"),
. retention time
o GF 1 80 minutes
M
N—\’\.—QT- [=]
r F
£ F

Agregar una solucidn de 4-{4{6-metil-ieno[2,3-dJisoxazol-3-l)pipendina-1-i}-
butilamina (o 26 mmol, 75 mg, 1 00 equivalentes) en diclorometano (1 00 mL) al
iIsocianato deseado (050 mmol, 195 equivalentes) Sacuda cada mezcla de
reaccidn de un dfa para otro a temperatura ambiente, evapore y punfique las
mezclas de reaccidn mediante cromatdgrafo de columna chispeante (ISCO Combi
Flash) usando un gradiente y lavando con etil acetato (100%) a una mezcla de

etanol en etil acetato (1 5 8 5) Concentre para dar cada producto deseado
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Ejemplo 16

Preparacién de 1{4-{4-(6-fluoro-benzo[bltiofen-3-i)-[1,4]diazepan-1-i1]-butil)-

3-{sustituldo)fenll-ureas

Compound Product LC/MS (APCI) |

Number Conditlon Il
16-1 m/e 455 (MH*),
retention time 1

NTN\/\/\N/\\ g min 44 sec

o u ]

16-2 m/e 455 (MH"),
retenton time 1

/O’NTN\N\"/\" min 45 sec.

(o] -]
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m/e 475 (MH"),
retention time 1
min 46 sec

164

m/e 459 (MH*),
retention time 1
min 42 sac

16-5

m/e 459 (MH"),
ratention time 1
min 43 sec

16-6

m/e 509 (MH*)
retention tme 1
min 47 sec

16-7

m/e 471 (MH*),
retention ttime 1
min 41 sec

16-8

m/e 519 (MH"),
retention time 1
min 47 sec

16-9

m/e 471 (MH"),
retention time 1
min 42 sec

16-10

o 04

m/e 475 (MH*),
retention ime 1
min 46 sec

16-11

F| m/e 477 (MH"),

retention time 1
min 43 se¢

16-12

m/e 509 (MH"),
retenton time 1
min 48 sec

39°
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16-13 F m/a 519 (MH*),
retenton time 1
T oL | FEE
Be
16-14 F | m/e 525 (MH*)
N N retention tme 1
F F ’0’ T \/\/\NA\ _g min 49 sec
FF o ° K_JN ]
16-15 £ F | m/e 577 (MH")
F
N. _N E ] retentron time 1
F)L?/ \lor NO,, men 55 sec
L]
FAF
16-16 F F m/e 543 (MH")
F N. _N retention time 1
F*@ T W\Cﬂ g min 51 sec
Cl -]
16-17 cE F m/e 543 (MH*)
N. _N retention time 1
F)'D« xgr \/V\Cu—g min 51 sec
[+] 1]
16-18 F m/e 477 (MH"),
F NN E ﬂ retention time 1
U o C,. min 46 sec
F 8
16-19 F m/e 509 (MH"),
N retention ttme 1
G\Q, TN\/\/\NI\"_Q/ min 51 sec
© \J
(]
16-20 F m/e 487 (MH*),
N_ _N retention tme 1
\’O’\II\MCN g min 46 sec.
| S
16-21 F m/a 483 (MH"),
N, N retention tme 1
O‘T’U lr N’O" é; min 39 sec.
S
18-22 F m/e 483 (MH*),
retention tme 1
min 40 sec

3
.
28

29)



16-23

m/e 483 (MH"),
retention time 1
min 50 sec

16-24

m/e 485 (MH"},
retention time 1
min 44 sec

16 25

m/e 466 (MH")
retention time
1min 43 sec

16-26

m/e 531 (MH"),
retention time 1
min 39 sec

16-27

m/e 527 (MH*}
retention time 1
min 49 sec

16-28

m/e 527 (MH"),
retention time 1
min 43 sec.

16-29

m/e 527 (MH*),
retention time 1
min 50 sec

16-30

m/e 459 (MH*),
retention time 1
min 42 sec
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Los compuestos anteriores se prepararon de una forma andloga al Ejemplo 15
Evapore ias fracciones puras de una purificacion hecha mediante cromatégrafo de
columna chispeante (ISCO Combi Flash) para producir cada compuesto como un
acerte Seque cada aceite en la bomba de vacio para dar los compuestos finales
deseados

Ejemplo 17

Acido 4-(5-metil-tienc]2,3-d]isoxasol-3-l)-piperidina-1-carboxiico

17a_Preparacidn de ester terc-butilico de acido 4-[1-{3-bromo-4-metil-tiofeno-2-il)-

metanoil-pipendina-1-carboxliico

293
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Preparado esenciaimente como en el Ejemplo 15a excepto que se usa 2-bromo-5-
metil tiofeno como matenal de partida Ademas, se usan 1 20 equivalentes de
disopropilamida de litio y 124 equivalentes de ester terc-butilico de acido 4-
(metoxi-metil-carbamoil)-pipendina-1-carboxilico para la reaccidon De igual forma,
el tempo de agitaci6n de la mezcla de reaccion puede variar La purficacién del
residuo med:ante cromatografia de columna chispeante usa un gradiente con una
mezcla de etil acetato n-heptano ( 19) a etl acetato n-heptanc (2 8) para
producir un aceite amanllo LC/MS (ESI), m/e 332 (M-56) y 388 (MH"), tempo de
retencion 2 15 minutos Condicion i

17b Preparacidn de ester terc-butilico de acido 41-(3-bromo-5-metil-tiofen-2-il}-1-
hidroximino-metil}-pipendina-1-carboxilico

HC— N\ \ N‘(

Br 8

Preparado esencialmente como el Ejemplo 15b excepto que se usa ester terc-
butihco de dcido 4{1{3-bromo-S-metil-tiofeno-2-il}-metancil-pipendina-1-
carboxilico como matenal de partida y la mezcla de reaccién se agité a 70°C por 6
horas LCMS (ESI), m/e 347 (M-56) y 403 (MH"), tiempo de retencién 2 03
minutos Condicion 11

24



OO
17c. _ Preparacién de acido 4-(5-metil-tienoll2,3-dlisoxasol-3il}-pipendina-1-
carboxilico
" X
sC I S N OH
7]
oO—N

Preparado esencialmente como el Ejemplo 15¢ excepto que se usa ester terc-
butilico de acido 4-[1-{3-bromo-5-metil-tiofeno-2-il)-1-hidroximino-metil}-pipendina-
1-carboxilico como matenial de partida Dos otras diferencias son 1) se usan 0 05
equivalentes de yoduro de cobre, y 2) no se requiere particidn entre etil acetato y
agua acompafada de subsiguiente extraccién con etl acetato La punficacién del
residuo mediante cromatografia de columna chispeante usa una mezcla de etil
acetato n-heptano (1 4) para producir un sélido blanco LCMS (ESI), m/e 345
(MNa"), ttempo de retencién 2 12 minutos Condicién |I

Ejemplo 18

Hidrocloruro de 5-metoximetil-3-piperidina-4-ll-tieno[2,3-dJisoxazole

HC

29>
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18a_Preparacién de (4-bromo-tiofen-2-1)-metanol

=

Br

Bajo condiciones nertes, agregar hidruro de sodio (13 82 mmol, 0523 g, 2 08
equivalentes) en etanol absoluto (16 mL) gota a gota por un penodo de 15 minutos
a una mezcla agitada de 4-bromotiofeno-2-carboxaldehido (26 58 mmol, 508 g,
1 00 equivalentes) en etanol absoluto frio (9°C) (32 mL) Agite la mezcla resultante
a temperatura ambiente durante 2 5 horas y afiada &cido acético glacial gota a
gota hasta que cese la efervescencia Evapore ia solucién resultante, recoja el
residuo en dietil eter (75 mL), lave con agua (15 mL) y solucién salina (15 mL) y
seque sobre sulfato de magnesio Filtre y evapore para producir el producto como
un aceite incoloro (5 13 g)

18b_Preparacién de 4-bromo-2-metoximetil-tiofeno

H c—-O\,@
) N Be

Agregar hidruro de sodio (737 mg, 29 23 mmol, 1 10 equivalentes, 95%) a una
solucién que contiene yoduro de metil (1 65 mL, 26 57 mmol, 1 00 equivalentes) y
(4-bromo-tiofen-2-l}-metanol (513 g, 2657 mmol, 100 equivalentes) en
tetrahidrofuran (seco, 25 mL) Agite la mezcla resultante a temperatura ambiente
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de un dia para otro y evapore Divida el residuo entre agua (100mL) y
diclorometano (100 mL) Extraiga la capa acuosa con dicioromeano (100 mL),
combine las capas orgdnicas, seque sobre sulfato de magnesio, filtre y evapore
para producir el producto deseado como un aceite amanlio

18c_Preparacién_de ester terc-butihico de acido 4-1-{3-bromo-5-metoximetil-

ticfeno-2-11)-metanolll-pipendina-1-carboxilico
0
S N
HCO \ ‘(o

Aflada amida de dusopropilo de litio (13 20 mL, 26 37 mmol, 1 05 equivalentes) a
una solucion fria (-78°C) agitada de 4-bromo-2-metoximetil-tiofeno (5 20 g, 25 11
mmol, 100 equivalentes) en tetrahidrofurano (seco, 24 30 mL) Agite a -78°C
durante 1 hora y aflada gota a gota una solucion de éster terc-butiico de &cido 4-
(metoxr-metiicarbamoil)-piperidina-1-carboxflico (684 g, 2511 mmol, 100
equivalentes) en tetralidrofurano (seco, 16 40 mL) Agite la solucion resultante a
-78°C durante 3 horas Amortigle la mezcla de reaccién con cloruro de sodio
saturado (acuoso, 50 mL) Deje calentiar la mezcla de reaccion a temperatura
ambiente y extraiga con una mezcla de etilo acetato éter dietllico (1 1, 3x35 ML)
Combine los extractos, seque sobre sulfato de magnesio, filire y evapore Purfique
el residuo mediante cromatografia de columna centelleante, eluyendo con una
mezcla de n-heptano etilo acetato (4 1) para producir el producto deseado como
un aceite amanlio (947 g) LCMS, m/e 362 (M-56) y 418 (MH"), tiempo de
retencién 2 08 minutos Condicién I

3
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18d Preparacion de ester terc-butllico de dcido 4-1{3-bromo-5-metoximetil-hiofen-
2-1)-1-hidroxumino-metil}-pipendina-1-carboxilico

Afiada hidrocloruro de hidroxilamina (2 29 g, 45 27 mmol, 2 00 equivalentes) a una
solucidn agitada de éster terc-butilico de acido 44{1-(3-bromo-5-metoximetil-tiofen-
2-}-metanoil}lpperidina-1-carboxilico (8 47 g, 22 64 mmol, 1 00 equivalentes) en
pindina (42 40 mL) Agite la solucidn resultante a temperatura ambiente durante la
noche y luego a 70°C durante 4 horas Enfrie la mezcla de reaccién ligeramente,
afflada acdo hidroclénco (3N, 100 mL) y extraiga la mezcla resultante con
diclorometano (100 mL) Lave el extracto con agua (100 mL), seque sobre sulfato
de magnesio, filtre y evapore para obtener el producto deseado como un aceite
amarnilio (9 48 g)

Be P racion _de ester terc-butllico de écido S-metoximehi-tienof2, 3
dlisoxasol-3-il}-pipendina-1 -carboxllico

o

Jo¥
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Afiada carbonato de cesio (1 13 g, 3 46 mmol, 1 50 equivalentes) y yoduro de
cobre (44 mg, 0 23 mmol, 0 10 equivalentes) a una solucién agitada de ester terc-
butiico de &cido 441-(3-bromo-5-metoximetil-tiofen-2-il)-1-hidroxnimino-metil}-
pipendina-1-carboxihico (1 00 g, 2 31 mmol, 1 00 equivalentas) en 2-metoxi etanol
(23 30 mL) Agite la mezcla resultante a temperatura ambiente de un dia para otro
o hasta tres dias y filtre a través de celita Evapore el filtrado, haga particién del
residuo entre etilo acetato (70 mL) y agua (23 mL) y separe Extraiga la capa
acuosa con etilo atetato (3x70 mlL), combine la capas organicas, seque sobre
sulfato de magnesio, filtre y evapore Punfique el residuo mediante cromatografia
de columna centelieants, eluyendo con una mezcla de hexano etilo acetato (4 1)
para producir el producto deseado como un aceite amarilio LC/MS (ESI), m/e 375
(MNa*), tiempo de retencién 1 98 minutos Condicién |

18f Preparacién _de hidrocloruro de 5-metoximetil-3-piperidin-4-il-tieno[2,3-

1soxazol

"kc\

Agite una solucion de éster terc-butlico de écido 4-{5-metoximetil-tieno[2,3-
d}isoxazol-3-ii)-pipendina-1-carboxilico (2 21 g, 6 68 mmol, 1 00 equivalentes) y
écido hidroclondnco 1 0 M en éter dietllico, 10 mL) Agite la suspension durante la
noche, filtre y lave el sélido con éter Recolecte el sélido y seque para obtener el
producto deseado como un sélido azul oscuro LC/MS (ESI), m/e 253 (MH"),
tiempo de retencién 1 17 minutos Condicién Il
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EJEMPLO 18
Esquema V
X,
CF3 NO,
V-1
methyl throglycolate
LIOH, NMP
93%
: :NH,
CF; 8§~ "COOMe
V-2
0 5 eq piperazine
NMP, xylenes
150-180 °C
: NH,
F3 v-as

1 piperazine, p-TSA, NMP, 160 °C
2 extractve work up
HCVEL,O added to toluene extract

87% from V-2

(" NH

[

H H
WOH

O
V-5

MsCl
DIEA, CH,CI,
83%

H

H
OMs
H‘ c/@)"\(“)/u\/\/\

V-6

1 K,CO,, THF

5 HO!

V-3a

o w i

2 GH,SO,0H, n-PrOH
7%

W“xo

CH,SO,0H
V-7
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General Se realizé cromatogrefia de gas/espectografia de masa usando un
sistema HP Modelo 5972 con las siguientes condiciones 025 mm x 30 m, HP
columna 5MS, relacidon cruzada 5% Ph Me sthicona, 0 25 u de espesor de pelidula,
inyector a 250°C, detector a 280°C, 50°C por 1 minuto, rampa a 20°C/min hasta
300°C, 300°C por 5 minutos hasta 10 minutos

2-carbometoxi-3-amino-6-trifluorometilbenzo[b]tiofeno (V-2)

Una botella de fondo redondo de 3 cuellos y 22 L con un agitador mecénico, un
burbujeador de nitrégeno y una sonda termopar se cargé con 1 20 kg (5 55 moles)
de 2-nitro-4-tnflurometilbenzorutnio 496 mL (5893 g, 555 moles) de metilo
tioglicolato y 4 3 L de NMP Se enfné la solucién amarilla resultante (bafio a -10
°C) a 1°C y se afiadi6 una soluctén preparada de 466 0 g (11 1 moles, 2 0 eq) de
monohidrato de litio en 3 36 L de agua durante un pencdo de 2 horas, mientras se
mantuvo una temperatura entre 2 —16 °C Se agité el lodo Iiquido color naranja
quemado a 0-8 °C por 45 minutos, después se diluyd con 8 0 L de agua (Tes > 21
°C) Después de agitar durante 30 minutos y enfnar a 14 °C, el producio se
recolectd mediante filtractdn, enjuagando con 15 L de agua, luego secando al aire
a temperatura ambiente para obtener 143 kg (rendimiento 93 5%) de 2-
carbometoxi-3-amino-6-tnflurometilbenzo[bjtiofeno como un sélido amarnilio claro

Hidrocloruro de 3-piperazinil-8-trifluorometiibenzo[b]tiofeno (V-3a)

Una botella de fondo redondo de 3 cusellos y 22 L con un agitador mecénico, un
burbujeador de nitrégeno y una sonda termopar se cargd con 1 42 kg (5 17 moles)
de 2-carbometoxi-3-amino-6-frifluorometilbbenzo-{bjtiofeno (V-2), 2450 g (2 84
moles, 0 55 eq) de piperazina, 5 0 L de NMP, y 720 mL de xileno Las solucidn se
calent6é y se mantuvo a 165-176°C durante 4 5 h, momento en el cual la reaccién
estaba alrededor de 97% completa segun se determind mediante ensayo de
cromatografia hquida de alta presibn Se agregé a la solucién castafia un total de
2 00 kg (23 22 moles, 4 5 eq) de piperazina (T->129°C) y 1 97 kg (10 36 moles, 20
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eq) de p-monohidrato acido de p-toluenosilfénico (exotermo observado, 120 ->
140°C) Se conecté un tubo Dean-Stark al condensador, y la reaccién se calenté
para recolectar un azetropo Se retird un total de 350 mL de un destilado acuoso,
permitiendo que la temperatura de la vasija aumentara de 140°C a 158°C Se
desconecté el tubo Dean Stark El progreso de la reaccion se monitored mediante
ensayos GC/MS Después de 12 horas a cerca de 158-162°C (>99% de
conversidn por ensayo GC/MS), la reaccitn se enfrio a 40°C, después se
amortigud en un extractor que contenia 6 2 kg de hielo, 15 L de agua, y 106 L de
tolueno Las fases se separaron, y la capa acuosa se extrajo con 2 L de tolueno
E! extracto orgénico combinado se lavo con 13 7 L de 0 5 N NaOH seguido por 2 5
L de NaCl saturado, después se extrajo con 10 L de 1 N Hcl El extracto acidico
acuoso se diluyé con 1 2 kg de hielo, después se basificé a pH 10 7 afiadiendo
770 g de 50% de NaOH La mezcla resultante se extrajo con 11 L de tolueno El
extracto de tolueno se lavd con 2 5 L de NaCl saturado, seco (NazSQ4), y se filtrd
El filtrado se carg6 en una botella de fondo redondo de 3 cuellos y 22 L (N2,
agitacidbn mecdnica, sonda Termopar) Se afladié un totai de 4 5 L de N etéreo HCI
a 20 -27°C hasta que la mezcla fue positiva al papel indicador Congo Red
Después de agitar a temperatura ambiente durante 35 minutos, la pasta aguada
se filtrd y lavé con 5 L de tolueno Después de secar al aire, se obtuvieron 1 44 kg
(86 5% producido) de hidrocloruro de 3-piperazinil-6-tnfluorometil-benzo[bltiofenc
(V-3a) como un sélido beige-rosado claro

N-{4-Hudroxibutil)-N’<{4-tolil) urea (V-5)

Una botella de fondo redondo de 3 cuelios y 22 L con un agitador mecénico, un
burbujeador de nitrégeno y una sonda termopar se cargl con 8 kg de cloruro de
metileno y 387 7 g (4 13 moles, 1 10 eq) de 4-amino-1-butanol, y la solucion
resultante se enfrid a 0 — 5°C Se afiadi® una solucién de 498 3 g (3 75 moles,
1 00 eq) de 4-tolil 1socianato en 0 5 L de cloruro de metileno durante un penodo de
2 5 horas manteniendo una temperatura de 0 — 12°C La pasta aguada blanca se
agité durante 1 hora a 0 - 10 °C, después se filtrd, se (avd con 3L de cloruro de
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metileno, y se secb al aire para lograr 0 83 kg (99 9%) de N-(4-hidroxibutil)-N'<(4-
tolil) urea {V-5) como un sélido blanco

N-{4-Butlimesilato)-N'{4-tolil) urea (V-6)

Una botella de fondo redondo de 3 cuellos y 22 L con un agitador mecénico, un
burbujeador de mitrégeno y una sonda termopar se cargd con 2 057 kg (925
molas) de N-{4-hidroxibutil)-N'{4-tohl) urea (V-5), 13 L de DCMy 202 L (1 5 kg,
11 57 moles, 1 25 eq) de dusopropiletiamina La suspensién blanca se enfné a
6°C y se afladid una solucién de 122 kg (1064, 115 eq) de cloruro de
metanosulforil en 025 L de DCM durante un penodo de alrededor de 2 horas
manteriendo una temperatura de la vasia de 5 — 12°C Después de agiar durante
10 minutos a 5 -10°C (100% conversidn mediante ensayo de cromatografia
hiquida de alta presion) la solucién amanlla clara se amortigud en un extractor que
contenia 9 L de 1 N HCI, se lavé con 9 L de 5% de NaHCOa,, se secd (MgS0Q,), se
filtré y después se concentrd parcialmente (30°C, 150 mba) en una masa de 6 41
kg Después de agitar en un bafio de hielo durante 30 minutos, la pasta aguada
resultante se filtrd, se lavé con 2L de DCM frio, y se seco al aire para producir 2 32
kg (83 4%) de N-(4-butiimesilato)-N'(4-tolil) urea (V-6) como un sdlido blanco

1-p-Tolll-3[4-[4{6-trifluorometiibenzo[bjtieni-3-i)plperazin-1-l]butil]-urea (V-7,
base libre)

Una botella de fondo redondo de 3 cuellos y 22 L. con un agrtador mecénico, un
burbujeador de nitrégeno y una sonda termopar se cargd con 1 42 kg (4 40 moles)
de V-3a, 1 757 kg (5 85 moles, 1 33 eq) de N-(4-butiimesilato)-N'-(4-tolll) urea (V-
6), 426 L de THF, 123 L de agua, y 1 52 kg (11 00 moles, 2 50 eq) de KzCOa.
Usando un controlador de temperatura, la mezcla bifésica se calent6 a 48 - 51°C
durante 22 horas La pasta aguada espesa resultante se cargé en un reactor de
20 gal de acero de cnstal alineado junto con enjuagues de 98Lde THFy 1056 L
de agua, y se calenté a reflujo (65°C) Se afiadi6 un total de 13 1 L de agua a la
mezcla bifasica durante un periodo de alrededor de 10 minutos durante los cuales
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la temperatura cayd a alrededor de 60°C Entonces el |ote se enfné ientamente (la
cristalizacién ocumé a 43°C) a 0 — 5°C y madurd a esta temperatura durante 30
minutos, después se filtrd, se enjuagb la pasta aguada en vanas porciones usando
una mezcla fria de 5 L THF/0 42 L agua, y se le dio un enjuague finalcon 3x 12 L
de agua Después del secado al arre, se obtuvieron 1 72 kg (79 7%) de 1-p-tolil-
3[4-{4(6-tnflucrometilbenzo[bltien-3-i)piperazin-1-il]butil}-urea (V-7, base libre)
como un s6lido esponjoso blanco

Metanosulfonato de 1-p-Tolil-3-[4{4(6-trifluorometiibenzo[bltieni-3i)
piperazin-1-l]butii]-urea (V-7)

Una botella de fondo redondo de 3 cusllos y 22 L con un agitador mecénico, un
burbujeador de nitrégeno y una sonda termopar se cargd con 4 045 kg (8 245
moles) de v-7 (base libre) y 11 L de n-propanol Se afiadié una solucién de 792 4
g (8 245, 1 00 eq) de acido metanosuifénico en 1 L de n-propanol en una porcién
Se observé unexotermo (T->39°C), a cuya temperatura todos los sélidos se habian
disuelto La solucidn se filtré a través de una fnta ordinana para retirar los rastros
de matenal extrafto El filtrado claro, castafio rojizo se cargé en un reactor de 20
gal de acero de cnstal alineado junto con enjuague de 3 3 L de n-PrOH Después
de enfriar lentamente, y sembrar a 51°C, la cnstalizacidn comenzé a 47°C Con
cristalizacién adicional y enfriamiento a 37°C, la pasta aguada se volvi6 espesa y
80 diluy6 con 12 1 L de n-PrOH Después de enfriar a 0 — 10°C y agitar durante 60
minutos, se recolectd el producto filtrdndolo, enjuagéndolo con 5 L de n-PrOH frio,
y secéndolo (homo de gaveta, 105-115°C, 100 mm, N.) para producir 4 67 kg
(96 5) de metanosulfonato de 1-p-Toll-3{4-{4(6-tnfluorometitbenzofb}tient-3-il)
piperazin-14l]butill-urea (V-7), como un sélido blanco o blancuzco
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Ejempio 20
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Sintesis de piperazina-thieniisoxazol protegido don BOC

Oxima 3-bromotiofeno-2-carbaldehido

Se agregé oxima 3-bromotiofeno-2-carbaldetudo (Maybndge) (287 mg, 015
moles) en una porcidn a una solucidn de hidrocloruro de hidroxilammna (13 8 gm,
0 2 moles), hidréxido de sodio (Bgm, 0 2 moles) en agua (30 ml) y etanol (100 m)
La mezcla se agité a 0°C durante 2 horas y se mantuvo a 0°C de udéi para otro
La mezcla de reacciéon se diluyd con agua fria (600 ml), y los s6lidos precipitados
se recolectaron mediante filtracidn para proporcionar 20 5 gm (67%) de producto
La capa acuosa se extrajo adicionalmente con etil acetato y las capas orgénicas
combinadas se lavaron con solucién salina, se secaron con sulfato de magnesio,
se filtraron y concentraron al vacio para tener un producto adicional de 6 9 g

Cloruro de 3-bromotiofeno-2-hidroximidoil

A una solucién de Oxima 3-bromotiofeno-2-carbaldehido (10 8 gm, 52 4 mmol),
cloruro de hidrégeno (14 5 ml, 4M en dioxano) en DMF (100ml) se agregd oxone
(16 9gm, 1 05 eq) en una porcién a temperatura ambiente La mezcla se agité a
temperatura ambiente durante la noche Al final de la reaccién, se virtid solucién
DMF en el agua y el producto se extrajo a etil acetato La solucién organica se
lavé con solucién salina, se sec6 sobre suilfato de magnesio, se filtré y se
concentrd al vacio a 12 68 g de producto que se usé en la siguiente reacciéon sin
purificacion adicional
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Oxima metanona (4-t-btoxicarbonilpiperazinil)3-bromo-2-tenll

Se agregd gota a gota cloruro de 3-bromotiofeno-2-hidroximidoil (16 4gm, 68
mmol) en tetrahidrofuran (THF, 70 ml) una solucibn de N<{t-
butoxicarbonil)piperazina (14gm, 1 1 eq), DABCO (9 5gm, 1 25 eq) en DMF (100
mi) a 0°C por 25 minutos La mezcla se agité durante 3 5 horas Al final, la mezcia
se virtid en agua y se extrajo con etio acetato El orgénico se lavd con solucién
salina y se seco sobre sulfato de magnesio Se retird el solvente en un evaporador
rotatono El producto crudo (30 5gm) se purificd por cromatografia en un cartucho
Biotage (40gm de gel de silice), eluyendo con metanol en diclorometano (0 5% de
MeQH) El producto asl obtenido pesd 24 6 gm (85%)

(t-BOC-piperazina)-3-tienilbenzisoxazol

Una mezcla de oxima metanona (4-t-btoxacarbonilpiperazinil}3-bromo-2-tienil
(10 3gm, 26 4 mmol), carbonato de cesio (10 7 gm, 32 7 mmol), y yoduro de cobre
(500 mg) en metoxietanol (300 ml) se agitd a temperatura ambiente de un dia para
otro La mezcla de la reaccidn se diluyd con et acetato, se lavé con agua La
solucion acuosa se extrajo tres veces con etil acetato La solucidn orgénica (total
600 ml) se lavé con solucidn salina y se sectd sobre sulfato de magnesio, después
se concentr6 en un aceite (aprox 10 gm) Este material se purficé por
cromatografia usando un cartucho Biotage (120 gm de gel de sllice, eluyendo con
0-8% de Metanol en diclorometano) El producto asi obtenido como acerte claro
(5 1gm, 62%)

Eiemplo 21

El siguiente esquema ejemplfica la sintesis de un producto intermedio
radioetiquetado C14 util para la preparacién de ciertos compuestos dentro del
alcance de la presente invencién
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Esquema Vi

Fac /©\):0, N HS (_LCOMe
Vi-23

H

F,CJ@U”O"

V-5

General Se realiz6 cromatografia analitica de capa delgada (TLC) en ldminas TLC
E Merck con gel de silica 60 Fs4 (025 mm) Las ldminas TLC usadas en el
andlisis de muestras radioactivas se escanearon en un Escéner reproductor de
imagen BIOSCAN sistema 2000 usando gas P-10 (10% metano, 80% argén) Se
establecid la dentidad delos productos intermedios mediante co-migracién en
radio-TLC y/o radio-HPLC con las muestras esténdar de anédlogos no etiquetados
Se realizé cromatografia de destello usando gel de silica con un tamafio de
particula de 40-63um Se determiné |la actividad especifica en un Analizador de
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Centelleo Liquido Packard Minaxi Tri-Carb (Modelo 1600 TR) usando Bio-Safe II
como coctel de centeileo

La punficacidn de los compuestos VI-2, VI-3, VI4, VI-5, y VI-6 se monitoreé
mediante HPLC (condiciones A) que se llevé a cabo en Waters 600 Controller,
Waters 996 Photodiode Array Detector, Millemium Chromatography Manager y
Beta-Ram Radiactive Flow Through Monitor System, Modelo 2 (IN/US Systems
inc) La determinacién de la pureza final de VI-7 mediante HPLC (candiciones B)
se realizé en Waters Model 510 Pumps, Waters 680 Gradient Controller, Waters
715 Ultra Wisp Autosampler, Waters 484 Tunable Absorbanse Detector y Beta-
Ram Radioactive Flow-Through Monitor System, Modslo 2 (IN/JUS Systems Inc )

Condiciones A YMC Basic 5um, C18, 4 6x250 mm, fase méwvil 1 (viv) 50/50
acetonitrilo/0 1 formato de amonio, fase mévil B (viv) 75/25 acetonitniio/O 1N
formato de amonio, velocidad de flujo 1 OmL/min , detecciébn uv a 254 nm

Gradiente Tiempo (minutos) %MP A %MP B
0 100 0
15 100 0
25 0 100
30 0 100
35 100 0

Condiciones B Ultremex 5um, 46 x 150 mm, fase méwvil (viviv) 50/50/0 25
acetonitrino/0 05 M amortiguador de fosfato de potasio, pH 3 O/netilamina,
velocidad de flyjo 1 0 mL/min, deteccién uv a 210nm

Clanuro de [“C]Cobre (1) (VI-1
Se calenté una solucién de pentahidrato de sulfato de cobre (ll) (4 16 g, 16 67
mmol) en agua (133 mlL) a 70°C y se agregd en un minuto una solucién de
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metabisulfito de sodio (1 94 g, 6 28 mmol) en agua Inmediatamente se agregé en
un minuto una solucién de cianuro de ['“C] potasio (2455 mg, 200 mCi, 377
mmol, S A 53 0 mCi/mmol) y cianuro de potasio no etiquetado (0 84g, 12 9 mmoil)
en agua (33 mL) a 70°C Se precipité un solido blanco de la solucién y el color
azul de la solucion se descargd Después de agitar por 10 minutos a 70°C, la
mezcla se filtré caliente y el sélido se enjuagd con agua caliente (15mL) y etanol
(15mL) EIl sélido blanco se secé al vacio (0 1 mm Hg) durante 27 horas 45 min
para proporcionar VI-1 (1 392 g, 186 6 mCi) en produccién de 93 3%

2-Nitro-4-{tnflurometil){7-{*C]benzonitnio (VI-2)

A una suspensi6n de cianuro ['“CJcobre(1) (VI-1) (1 393 g, 15 55 mmol, 186 6 mCi)
en 1-metil-2-pirrolidinona (NMP, 10mL) se agregé 4-bromo-3-nitrobenzotrifluorouro
(6 33g, 2345 mmol) y ia mezcla se calenté a 190 — 195°C por 1 hora Se
agregaron etil acetato (25mL) y agua (20mL) a temperatura ambiente y la mezcla
se filtrS a través de celita Al filtrado se le afladid més agua (20mL) y etlo acetato
(90mL) El extracto organico se lavé con solucién de cloruro de hierro (ill) (7 468 g,
46 04 mmol) en agua (50 mL) El extracto orgdénico se lavd adicionalmente con
agua (30 mL), cloruro de sodio saturado (15 mL), se secd (Na;SO,) y el solvente
se retird al vacfo El residuo se punficé mediante cromatografia centelleante sobre
gel de sflice (hexano/etilo acetato, 9/1-7/3) para proporcionar un aceite que se
disolvié en hexano (70 mL) E! solvente se retird a presion reducida y el residuo se
secd al vacio durante 15 horas 40 minutos para proporcionar V1-2 (3 01 g, 167 13
mCi, producciébn de 89 6%) cijomo un sdlido amanllo Radio-TLC (hexano/etilo
acetato, 9/1, R=021, HPLC (sistema A), RCP 99 86% (tilempo de ret, 92
minutos)

[3-*C]-3-amino-2-cabometoxi-6-triflurometilbenzo[bltiofeno (V1-3)

Nitnio (V1-2) (301 g, 139 mmol, 167 13 mCi) se disolvié en DMF (14 mL) y se
afiadié en un minuto metd tioglicolato (1 78 g, 15 94 mmol, 95%) La mezcla se
enfné a 0-5°C y se afladi6 gota a gota en 12 minutos una solucién de hidréxido de
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htio (0 689 g, 28 77 mmol) en agua (92 mL) Después de la adicidn, se retird el
bafio frio y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 4 horas Se afiadid
agua (70 mL) a 0-5°C y la mezcla se agité durante 15 minutos a 0-5°C El sélido se
recolectd en un filtro, se lavé con agua (20mL) y se secd al vacio (0 1 mm Hg)
durante 40 horas 15 minutos para proporcionar VI-3 (3 469 g, 151 24 mC,,
90 49% de produccidn) Radio-TLC (CH.CL), R=0 372, HPLC (Sistema A), RCP
99 92% (tempo de ret 16 722 minutos)

[3-1“C]-3-amino-8-trifiucrometilbenzobjticfenc {Vi-4)

A una solucién de benzolbltiofeno (V1-3) (3 469 g, 12 6 mmol, 151 2 mCi) en NMP
(14 mL) se le afiadi6 1-metilpiperazina (6 69 g, 66 79 mmol) y ia mezcla se calenté
a 140-145°C durante 5 horas Se dej6 enfnar ia mezcla a temperatura ambiente,
se cirtid en agua y se extrajo con etilo acetato (140 mL) El extracto organico se
lavdé con agua (30 mL), cloruro de sodio saturado (10 mL), se secd (Na2S04) y el
solvente se retrd al vaclo El residuo se punficd mediante cromatografia
centelleante sohre gel de silice (hexano/etilo acetato, 1/1) para producir un sélido
verdoso que se sect al vacio (0 1 mm HG) durante 14 horas para proporctonar Vi-
4 (peso 66 g, 146 95 mCi, produccion 97 16%) Radio-TLC (hexano/etiio acstato,
1/5), R=0 407, HPLC (Siatema A), RCP 99 44% (liempo de ret 10 552 minutos)

1{6{tnflucrometl)benzob]tien-3I[3-**C)piperazina (VI-5)

A una solucion de benza[bjtiofeno (VI-4) (266 g, 12 24 mmol), 146 95 mCi) en
NMP (17 mL) se afadid piperazina (4309 g, 5002 mmol) y é&cido p-
toluenosulfénico (4 76 g, 2502 mmol) a temperatura ambiente La mezcla se
calentd a 170°C durante 20 horas 24 minutos, se dejd enfnar a tempeatura
ambtente y se virib en una solucién de carbonato de sodio (4 70 g, 44 3 mmol) en
agua (60 mL) La mezcla se extrajo con atilo acetato (20mL), se secd (Na;SOQ4) ¥
el solvente se retird al vacio El residuo se punfic6 mediante cromatografia
centelleante sobre gel de silice (CH2Clz/MeOH/NH<OH, 9/1/0 2) y el producto se
secd al vacio (0 1 mm Hg) durante 11 horas 50 minutos Se afiadid etanol
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(absoluto, 30 mL) al producto y se retré el solvente bajo presibn reducida El
residuo se secd al vacio (01 mmHg) durante 24 horas 55 minutos para
proporcionar VI-5 (3 44 g, 144 18 mCi, produccion 98 1% ) como un aceite Radio-
TLC {(CH2Cl2/MeOH/NH4OH, 9/1/0 2), R=0 46, HPLC (sistema A), RCP 99 88 %
(trempo de ret 5 807)
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Acido 3-bromo-tiofeno-2-carboxilico A una solucidn de 3-bromotiofenc (600 g,
3 68 mol) EN thf (3 L) enfnada a -72°C se le afiadi6 lentamente en 2 horas LDA
(193 L, 386 mol, 2N) La velocidad de adicidn de LDA es tal que la temperatura
de la reaccién nunca excedid -68°C Después de la adicién completa, la solucién
se agita durante 40 minutos adicionales Se aflade entonces éster dietilico (3L)
mediante un embudo de adicién de tal manera que la temperatura se mantiene por
debajo de -65°C Se remplaza entonces el embudo de adici6n con un tubo de
dispersion y se burbujea gas de COa a través de la solucidn durante 3 horas Se
afiade entonces hielo seco (500 g) y la mezcla se agita durante la noche El frasco
de reaccién se coloca en un bafio de hielo y se le afiade lentamente 6 N HCI para
evitar el burbujeo excesivo hasta que el pH de la solucién se ajusta a 1-2 La
mezcla resultante se extrae con EtOAc. El extracto se lave con solucién salina y
después se seca sobre MgSOQ,, se filira y se evapora El producto se seca al vaclo
a temperatura ambiente produciendo 585 15 g (77%) como un s6lido blancuzco
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1)SOCL, DCM, NMP
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1{4cido 3-bromeo-tiofeno-2-carboxilico)-2{4-toluenosulfoniio)-hidrazina A
una suspension agitada del acido (28553 g, 138 mol) en DCM (15 L) se le
afiadié una cantdad catalltica de NMP (2 mL) Luego se afiade tionilo cloruro
(1058 mL, 1 45 mol) y la solucidn se somete a reflujo hasta que los sélidos se
hayan disuelto completamente La solucién sigue bajo reflujo durante 1 hora més,
se enfna a temperatura ambiente y se evapora para producir un sélido castafio
claro El matenal crudo se seca al vacio durante la noche El s6lido castaiio se
sumerge en tolueno (3 5 L) y se afiade p-toluenosulfonhidrazina (40225 g, 2 16
mol) La mezcla se agita a 100°C durante 8 horas y luego a temperatura ambiente
durante la noche La mezcla resultante se enfné con un bafio de hielo y los sdhidos
resultantes se recolectaron mediante filtracidn y se lavaron con tolueno Luego los
sdlidos se agitaron como un lodo aguade en 1N HCI por 1 hora Los sdlidos se
recolectaron por filtracion y lavados con cantidades copiosas de agua Los séhdos
se secaron al vacio a 40°C después se recnistalizaron de toluenofisopropil/alcohol
produciendo 484-28 g (83%) del producto deseado
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Cloruro de N-{(4-metilfenil)-sulfoml)-3-bromo-tiofeno-2-carbohidrazonll Se
affladi6 1-(dcido 3-bromo-tiofeno-2-carboxilico)-2(4-toluenosulfoniio)-hidrazina
(60 80 g, 0 161 mol) a cloruro de tionilo (70 5 mL, 0 966 mol) La mezcla resuitante
se agitdé a BO°C hasta que al mezcla se vuelve homogenea Luego se agita la
solucién a 70°C durante 30 minutos y se aflade heptano (300 mL) a lo largo de 20
minutos La solucién se enfné lentamente a temperatura ambiente y luego se
enfria adicionalmente hasta 5°C Se recolectan los séiidos mediante filtracién, se
lavan con heptano (3x100 mL) y se sacan al vacic produciendo 62 1 g (98%) del
producto deseado como un sélido blanquecino

1) Benzyipiperaane
\ N’N\ DABCO, DMF, THF
,’ \\ 2) KZOO,. CuCl

3-{4-benzil-piperazin-1.il)-1-{tolueno-4-sulfonil)-1H-tienc[3,2-c]pirazol A una
solucion agitada de DABCO (14 18 g, 112 18 mol) y benziipiperazina (35 35 g,
0 200 mol) en DMF (200 mL) enfriada a —30°C se le afladié a través de cénula una
solucibn de N((4-metitferul)-sulfonil)-3-bromo-tiofeno-2-carbohidrazonil  cloruro
(621 g, 0158 mo) en THF (100 mL) La adici6n se controla para evitar que la
temperatura de reaccién exceda los —30°C Después de complatar la adicién tiene
lugar la precipitacidn y entonces se deja que la mezcia se agite a temperatura
ambiente hasta el otro dia cuando se afladieron K.CO3 (6541 g, 0473 mol) y
CuCl (10 g, 0010 mol) La mezcla resultante se calienta a 110°C y en este punto
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se retira el THF mediante destilacién Luego se aumenta la temperatura a 140°C y
la mezcia se agita durante 6 horas, se enfria a temperatura ambiente y se agita
durante la noche Luego la mezcla se vierte sobre agua (100 mL) y EtOAc (100
mL) Luego se separa la capa de EtOAc y la capa acuosa se extrae con EtOAC
(3x500 mL) Las capas combinadas de EtOAC se lavan con agua (500 mL) y se
fitran a fravés de celita y se concentran Los s6lidos se recolectan mediante
filtracion y se lavan con agua fria y luego con EtOAc/heptano (1 4) y se secan al
vacio, produciendo 6605 g (95%) dl producto dessado como un soélido
blanquecino

(. (>

\S KOH \S
7\ “MeOH K
/N /N
N 81% N

1]3 H

3<{4-benzil-plperazin-1l)-1H-tleno[3,2c]pwrazol A una mezcla agitada de
KHO) (56 09 g, 266 mol) en alcohol metilico (1 33 L) se afiade 3{4-benzil-
piperazin-1-il)-1-(tolueno-4-suifonil)-1H-tieno[3,2c]pirazol (241 g, 0 532 mol) La
mezcla se calienta al reflujo durante 1 25 horas, se enfria a temperatura ambiente
y se eavapora El residuo se sumerge en EtOAc (1L) se lava con agua (2L.), se seca
(MgSOy), se filtra y se evapora El residuo se recnstalizé de EtOAc/Heptano
produciendo 129 g (B1%)

y - 3
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3-{(4-benzil-piperazin-1-l)-1-metil-1H-tleno[3,2-c]pirazol A una solucién agitada
de 3-(4-benzil-piperazin-1-il)-1-metil-1H-tieno[3,2-clpirazol (318 g, 1 07 mol) en
THF (2 5 L) se le afladi6 una mezcla de t-butéxido de potasio (134 4 g, 1 2 mol) en
THF (15 L) gota a gota a lo largo de un pernodo de 1 hora mantemendo la
reaccién a una temperatura por debajo de 25°C Después de completar la adicién,
l[a mezcla se enfri6 a —30°C y se afiadid Mel (654 mL, 1 05 mol) gota a gota
durante un periodo de 30 minutos Después la mezcla se calienta lentamente a
temperatura ambiente durante la noche A la mezcia de reaccion se le afiade
lentamente NaHCO; saturado (1L) Luego la solucién se evapora para retirar el
THF y la mezcla acuosa resultante se sumerge en EtOAc y se lava con agua y
solucién salina El extracto de EtOAc se seca (Na;S0.), se filtra y se evapora El
concentrado viscoso se filtra a través de un tapdn de gel de silica con 11
EtOAc/heptano y se evapora produciendo un acerte viscoso que luego se seca al
vacio donde se soldifica y produce 326 03 g (98%) como proporcidn 12 1 de
regioisémeros a favor del producto deseado
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1-metil-3-piperazin-1-l-1H-tieno[3,2-c]pirazol A una solucidn de una mezcla de
3<{4-benzil-piperazin-1-iI}-1-metil-1H-tieno[3,2-c]pirazol y el metilo anédlogo (1890
g, 0 60 mol) disuelta en DCM (1 25 L) se le af\ade 1-cloroetilcloroformato (78 6 mL,
072 mol) La solucidn se calienta a refiujo durante 1 hora, y entonces la mezcla se
enfria y el solvente se retira mediante evaporacién El residuo se sumerge en
etanol {1L) vy se calienta a reflujo durante 30 minutos Después de enfriarse, la
solucién se trata con 1 N HCI en éter (200 mL) v 1 L adicional de éter para
producir la precipitacién del producto El sélido se recolecta mediante filtracion y
lavado con éter frio El séhido se recnstaliza de metano (1 L) y la sal de HCI se
recolecta mediante filtracién, se lava con éter y se seca al vaclo produciendo
123 04 g (80%) del producto deseado como una mezcla 80 1 de regioisémeros a
favor del regioisémeros deseados segun se ve mediants NMR
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Ester etihic de &cido tril ximetil{1R, 2R)-cicl propanocarboxilico A una
suspension de hidnto de sodio (15 20 g, 380 mmol, 60% de dispersién de aceite)
en xilenos (300 mL) se afiadio trietilfosfonoacetato (85 07 g, 379 mmol) en forma
controlada para evitar la excesiva evolucion de gas para mantener la temperatura
intema a menos de 55°C Después de completar la adicién, la mezcla se agitd
durante 20 minutos momento en el que la solucién amarilla se afiadi6 mediante
cénula a una solucién de ®-tritil glicil éter (100 0 g, 316 mmol) en xilenos (300 mL)
La solucién resultante se calentdé hasta 125°C durante 2 horas La solucidn
resultante se calent6 se enfrié6 a temperatura ambiente, se acidificé con la adicién
de 10% de HCI (320 mL) y se extrajo con EtOAc (2x300 mL) Los extractos
combinados se lavaron con solucién salina (100 mL), se secaron (MgSQs), se filtré
Yy se evaporoé produciendo unos 175 g de producto crudo como un aceite El
matenal se continué en crudo

eo_, Do L A ™

DCM, MeOH .
\g (~quant,) \ﬂ

Ester metilico de &cido 2R-bromometil-ciclopropano-1R-carboxilico Una
solucion de trfenitfosfina (124 7 g, 1 34 mol) en CH.Cl> (260 mL) se enfri6 a 5°C
cuando una solucién de bromo (24 4 mL, 1 34 mol) en CHzCIl> (65 mL) se agreg6
durante 20 minutos mientras se mantuvo la temperatura por debajo de 12°C La

Y9
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mezcla se agitd a 5 °C por 1 hora cuando se agregd 2M HCIVELO (16 mL, 32
mmol) seguido por la adicion de éster etlfico de acido tnloximetil-{1R, 2R)-
ciclopropano carboxilico crudo (124 g, 032 mol) La mezcla resultante se agité a
temperatura ambiente durante la noche cuando se afiadib NaHCO; saturado (600
mL) La mezcla se separd y la capa acuosa se extrajo con CHzCl2 (200 mL) Las
capas organicas combinadas se lavaron con agua (400 mL), se secaron MgSO,),
se filtraron y se evaporaron El residuo se diluyd con heptano (200 mL) y se
evapord dos veces para retirar el exceso de CH2Cl> El residuo se dej6 reposar
durante 30 minutos cuando se retiraron las impurezas séhidas mediante filtracion
El pastel filtrado se lavd con heptano (2x400 mL) Las capas organicas combiadas
86 evaporaron para proporcionar 92 68 g de un hiquido amanlio crude El iquido
crudo se destié (BP=80-85°C/15 torr) para prporcionar 5519 g (84% de
rendimiento para las dos etapas) de un liquido incoloro

Eiemplo 24
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Ester terc-butilico de &cido 4-{3-hidroxi-2-metoxicarbonll-7-triflurometii-2,3-
dihidro-benzo[bjtofen-34l)-piperidina-1-carboxilico (MDL 832712) A una
solucion a temperatura ambiente de éster terc-butilico de acido 4-(2-fluoro-3-
trifluorometil-benzoil)-pipeidina-1-carboxilico (9 00 g, 24 O mmot), metilo tioglicotato
(2 40 mL, 26 8 mmol), y THF anhidro (200 mL) bajo hidrégeno se le aadid en una
porcion NaH (1 15 g de una dispersion 60% aceite, 28 7 mmol) Luego de cesar la
evolucidn de gas la reaccién se agitd a 55°C Después de 100 minutos, la reaccién
se enfrié a temperatura ambiente y se diluy6 con etilo acetato (500 mL) La mezcla
se lavd con agua (300 mL) y solucidén salina (300 mL) sucesivamente, se secd
sobre sulfato de magnesio, se filiré y el solvente se retiré para producir un sélido
blanco pegajoso La tnturaibn con 20% etilo acetato/heptano produjo 6 20 g (56%)
del producto deseado como un polvo blanco

Ester metilico de #cido 3-piperidin-4-i-7-trifluocrometi-benzo[b]tiofenc-2-
carboxilico A una solucién a temperatura ambiente de éster terc-butilico de &cido
4-(3-hidroxi-2-metomacarbonil-7-influrometil-2, 3-dihidro-benzo[bjofen-3-1)-

pipendina-1-carbox(lico (6 00 g, 13 0 mmol) en DCM (30 mL) se le afiadié TFA (30
mL) produciendo una rapida evolucion de gas Después de 5 minutos, la reaccion
se agrtd a 40°C por 55 horas Después de enfnar a temperatura ambiente, la
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yt
reaccidn se virtid en 20% carbonato de potasio acuoso (400 mL) y se extrajo con
DCM (2200 mL) Los extractos combinados se secaron sobre sulfato de
magnesio, se filtraron, y se retird el solvente para producir un aceite espeso
Luego de secar en vacio elevado se obtuvieron 4 37 g (88%) del producto
deseado como una espuma blanca

Ester metilico de 4acido  3-{1-acetil-pipendin-4l)-7-trifluorometii-
benzojbltiofeno-2-carboxilico A una solucién a temperatura ambiente de éster
metilico de dcido 3-piperidin-4-il-7-trfluorometil-benzo[b]tiofeno-2-carboxilico (4 37
g, 127 mmol), trietilamina (270 mi, 194 mmol) y THF anhidro (80 mL) bajo
nitrégeno se le ariadid en una porcién cloruro de acetilo (1 10 mL, 15 5 mmol) y la
reaccidn se agité a temperatura ambiente durante la noche La reaccidn se diluy6
con etilo acetato (200 mL) y se lavd con agua (150 mL) y solucion salina (150 mL)
sucesivamente La capa orgénica se secd sobre sulfato de magnesio, se filtrd y se
retird el solvante El residuo se cromatografié sobre silice, eluyendo con 10%
metanol/etilo acetato, para producir 4 28 g (88%) del producto deseado como un
sélido blanco, mp 155 2°C
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Acido 3-{1-acetil-pipendin-4i)-7-triflurometil-benzo[b]tiofeno-2-carboxilico
Auna solucién de éster metilico de dcido 3-(1-aceti-pipendin-4-il)-7-trfluorometil-
benzo[bltiofeno-2-carboxilico (4 10 g, 10 6 mmol) en THF (25 mlL) se le afladi6 0 5
N hidréxido de sodio acuoso (234 mL, 117 mmol) y la reaccibn se agité a
temperatura ambiente Luego de 18 horas, la reaccidén se acidificé con 1N HCI
(200 mL) y la mezcla se extrajo con DCM (2x100 mL) Los matenales organicos se
lavaron con agua (100 mL), se secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron y se
concentraron para producrr 4 13 g del producto deseado como una espuma
blanca

3 -

Cu, quinoline
200°C |

4% S
(74%) .
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1-4{4{7-tnfluorometil-benzo[b]tiofen-3-l)-piperidin-14l]-etanona (MDL 832823)
Una mezcla de &cido 3-(1-aceti-pipendin-4-il)-7-influrometil-benzofbltiofeno-2-
carboxilico (4 13 g, 11 1 mmol), polvo de cobre (0 706 g, 11 1 mmol), y quinolina
se calent6 a 200°C bajo nitrbgeno Deapués de 10 minutos, no se observé ninguna
evolucion de gas y la reaccion se enfrié a temperatura ambiente La mezcla se
diluy6 con etilo acetato (100 mL), se filtrd a través de un lecho de celita y el filtrado
se lavo con 1 N HCI {(2x100mL), 5% carbonato de potasio acuoso (100 mL), agua
(100mL) y asolucién salina (100 mL) sucesivamente Los matenales orgénicos se
secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron para dar un
aceite ambar El aceite se cormatografi® sobre silice, eluyendo con 10%
metanol/etil acetato para producir 2 69 g {74%) del producto deseado como un
sélido marrén

I EtOH
S (94%)
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4-{7-tnfluorometil-benzo[bjtiofen-3-1)-piperadna. Una mezcla de 1{4{7-
tnfluorometil-benzo[bltiofen-3-il)-pipendin-1-il]-etanona (2 95 g, 9 01 mmol), HCI
concentrado (30 mL) y etanol se calenté a 80°C durante 18 horas Después del
enframiento a temperatura ambiente, la reaccibn se basificd con 20% de
carbonato de potasio acuoso (150 mL) y la mezcla se extrajo con DCM (2x100
mL) Las materias orgénicas se lavaron con agua (100 mL), se secaron sobre
carbonato de potasio, se filtraron, y se concentraron para producir 2 42 g (94%)
del producto deseado como un sélido ceroso &mbar

Elempio 25

Ester metllico de 4cido 3-{1-benzll-piperidin-4-l1)-8-trifluorometii-
benzo[b]tofeno-2-carboxilico (MDL 833803). A una solucidn a temperatura
ambiente de (1-benzil-pipendin-4-il){2-fluoro-4-triflucrometil-fenil)-metanona (7 5
8. 20 5 mmol), metil tnglicolato (2 0 mi, 22 S mmol), y DMF (100 mL) se afiadid
KzCOs (565 g, 41 0 mmol) La reaccidn se agitd a 60°C durante 24 horas, se
enfrié a temperatura ambiente y se diluyé con etil acetato (500 mL) La mezcla se
lavd con agua (2x300 mL) y solucidn salina (300 mL) sucesivamente, se secd

135

Y24



=Y

st

yezt

sobre sulfato de magnesio, se filtré y se retiré el solvente para producir un aceite
El aceite se punficé mediante cromatografia (30% EtOAc en heptano) produciendo

5 91 g (67%) como un sdlido
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Ester metilico de dcido 4-(2-metoxicarbonil-6-tnfluorometil-benzo[bjtiofen-3-
il)-piperidina-1-carboxilico A una solucién de éster metilico de acido 3-(1-benzil-
piperidin-4-il)-6-trifluorometil-benzofb]tiofenc-2-carboxilico (59 g, 136 mmol) en
DCM (50 mL) se afiadié metil cloroformato (1 26mL, 16 3 mmol) gota a gota La
solucién resultante se agito durante la noche y iuego las matenia voldtiles se
retiraron al vaclo El residuo se lavé con heptano para producir 4 2 g (77%) del

producto deseado como un sélido blanco
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Ester metilico de é&cld 4-{2-carboxi-8-trifluorometil-benzo[bjtiofen-3-i1)-
pipendina-1-carboxilico A una solucién agritada de éster metilico de dcido 4-(2-
metoxicarbonil-8-tnfluorometil-benzolbjtiofen-3-il)-pipendina-1-carboxiico (11 g,
27 mmol) en THF (70 mL) se le afladi® 1 N NaOH (297 mL) La mezcla
resultante se agitd a temperatura ambiente durante la noche y la mezcla se diluyé
con agua (50 mL) y se lavd con éter (100 mL) La capa acuosa se acidificod con la
adicion de 3 N HCI y el producto se extrajo con EtOAc (2x150 mL) Las capas
organicas combinadas se lavaron con solucion salna (50 mL), se secaron
(MgSQ4), se filtraron y se evaporaron produciendo 960 mg (92%) del producto
deseado como un sélido blanco

0 O
i\ 7\
N N
Cu .
0 quinoline
F N . 3
F F
S OH S
F F

Ester metilico de &cido 4-{6-trifluorometii-benzo[bjtdofen-3l)-plperidina-1-
carboxilico Una mezcla de éster metilico de acido 4-(2-carboxi-6-trifluorometil-
benzo[bjtiofen-3-il)-pipendina-1-carboxllico (43 g, 11 1 mmol) y cobre (705 mg,
11 1 mmol) en quinolina (8 mL) se calenté a 200°C durante 45 minutos Luego de
enfnarla a temperatura ambiente, ia mezcla se diluyd con EtOAc (50 mL) y se
filtrd El filtrado se lavdé con 5% HCI (2x20 mL), agua (20 mL) y solucién salina
{20m mL), se secd {(MgSO,), se filtré y se evapord El residuo se separd mediante
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cromatografia (30% EtOAc en heptano) produciendo 3 14 g (82%) del producto
deseado como una sélido blanco

0
5 N\ H
F N F N W
F g F s
F F

Hidrobromuro de 4-{6-triflucrometil-benzo[bltiofen-3l)-piperidina Una
mezcla de éster metilico de dcido 4-(6-trifluorometil-benzo[bltiofen-3-il)-pipendina-
1-carboxilico ( 31 g, 9 0 mmol) en HBr (45 mL, 30% en &cido acético) se agité a
temperatura ambiente durante 20 horas y entonces se retiraron las matenas
voldtiles al vacio El residuo se lavé con EtOAc y el producto se recolectd
mediante filtraci6n produciendo 3 08 g (94%) del producto deseado como un séhido
blanco

Elemplo 26
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Ester terc-butilico de écido 4[(3-bromo-tiofen-2-lI){metil-hidrazon )-metil-
piperidina-1-carboxilico Una mezcla de éster terc-butilico de acido 4-{tiofeno-2-
carbonul)-pipendina-carboxliico (1 96 g, 52 mmol) en metilhidrazina (2 mL) se
calentd a 75°C durante la noche El exceso de metil hidracina se retird entoncaes
con una bomba de vacio El residuo se punficé mediante cromatografia (eluido con
0-8% de MeOH en DCM) produciendo 0 95 g (45%) del producto deseado
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Ester terc-butilico de acido 4-{1-metil-1H-tleno[3,2-c]pirazol-3il)-piperidina-1-
carboxilico Ester terc-butilico de écido 4{(3-bromo-tiofen-2-1l){metil-hidrazono)-
metil-piperidina-1-carboxilico (700 mg, 1 74 mmol) se mezclé con Cul (20 mg),
CsCO3 (650 mg, 1 15 eq) en metoxietano! {10 mL) La mezcla se calentb a 70°C
durante 2 horas, después se agitd durante la noche a temperatura ambiente EI
solvente se separd en evaporador giratono El residuo se extrajo en EtOAc,
después se lavé con solucidn salina y se concentrd en un aceite Este aceite se
purficd6 mediante cromatografia (se eludo con 0-10% MeOH en DCM)
produciendo 520 mg (68%) del producto deseado
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Hidrocloruro de 1-metli-3-piperidin-4-i-1H-tteno[3,2-c]pirazol (A002436287A)
Ester terc-butiico de é4cdo 4-(1metil-1H-tieno[3,2-clpirazol-3-il)piperidina-1-
carboxflico (520 mg, 1 6 mmol) se agité a temperatura ambtente en una solucién
de HCI (5 mL, 4N HCI en dioxano) durante 4 horas Las materias volatiles se
retiraron entonces al vacio y el residuo se tnturé con éter (dos veces) para
producir 304 mg de s6hdos blancos (74%) como la sal de hidrocloruro deseada
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Ester terc-butflico de é&cido 4-{(3-bromo-tiofen-2-I){2,22-triflucro-etil)-
hidrazono]-metil}-piperidina-1-carboxilico A una mezcla de éster terc-butilico
de écido 4-(tiofeno-2-carbonil)-pipendina-carboxilico (2 34 g, 6 24 mmol) en n-
butanol (20 mL) se afiadio tnfluoroetithidrazina (2 43 g, 124 mmol) La mezcla
resultante se calent6 a 100°C durante la noche Las matenas volétiles se retiraron
entonces al vaio El residuo se purificd mediante cromatografia (eluido con 0-10%
MeOH en CM} produciendo 2 41 g (92%) del producto deseado
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Ester terc-butilico de écido 4-[1-{2,2,2-trifluoro-etil)-1H-tieno[3,2-c)pirazol-3-
l]-piperidina-1-carboxflico Ester terc-butllico de dcido 4-{(3-bromo-tiofen-2-i)-
[2,2,2-tnflucro-etil)-tudrazono}-metii}-pipendina-1-carboxilico (2 34 g, 4 98 mmol)
se mezcl6 con Cul (50 mg), CsCO3 (19 g, 12 eq) en metoxietanol (25 mL) La
mezcla se calentd a 75°C durante 1 hora La mezcla se diluyd entonces con
EtOAc y se filtrd El filirado se evapord y el residuo se punficé mediante
cromatografia (eluido con 0-10% MeOH en DCM) produciendo 2 03 g (>95%) del
producto deseado
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Hidrocloruro de 3-piperidin-4i-1-{2,2,2-tnfluoro-etil)-1H-tieno{3,2-c]pirazol
(833906) Ester terc-butiico de acido 4{12,22-influoro-etil)-1H-tienof3,2-
clpirazol-3-il]-pipendina-1-carboxilico (1 9 g, 4 87 mmol) se agitdé a temperatura
ambiente ert una solucién de HCI (6mL, 4N HCI en dioxano) durante 4 horas Las
materias volatiles se retiraron al vacio y el residuo se tnturé con éter (dos veces)
para producir 2 1 g de sélidos blancos (74%) como la sal de hidrocloruro deseada

Ejemplo 28

—~OH

HONH, HC!
\ / H NaOII-:.aEtOI-Lq’ \ /

Br Br



3-bromo-tiofeno-2-carbaldehido oxima Se afiadd en una porcién 3-
bromotiofeno-2-carbaldehido (28 7 g, 0 15 mol) en etanol (50 mL) a una solucién
de hidrocloruro de hidroxilamina (13 8 g, 0 2 mol), hidréxido de sodio (8 g, 0 2 mol)
en agua (30 mL) y etanol (100 mL) La mezcla se agité a 0°C durante la noche,
forméndose un pracipitado 1.a mezcia se diluyd con agua fria (600 mL) y el sGhdo
se recolectd mediante filtracién, produciendo 20 5 g (67%) La solucién acuosa se
extrajo adicionalmente con etilo acetato La solucidn orgénica se lavd con solucién
salina, se secd con sulfato de magnesio, se filtré y se avapord, produciendo 69 g
adicionales de producto como un sélido amarillo claro La produccién total fue 27 4
g (89%)

—~OH N.-—OH
S ! DMF S /
oxone
\_/ HClindioxane> \_/ &
Br Br

3-bromo-tiofeno-2-{cloro-carbaldehido) oxima A la solucién de 3-bromo-
hofeno-2-carbaldehido oxima (10 8 g, 52 4 mmol), hidrégeno cloruro (14 5 mL, 4M
en dioxano) en DMF (100 mL) se le cargd con ozono (169 g, 1 05 eq) en una
porcién, a temperatura ambiente La mezcla se agité a temperatura ambiente
durante la noche y luego la solucidn se virtié en agua y se extrajo con etilo acetato
La solucién organica se lavd con solucitn salina y se secd sobre sulfato de
magnesio, se filtr y se evapord hasta ila sequead para ar un sélido amanillo (12 68

Pr7x o
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g, cuantitativo por peso), que se usd para la siguiente reaccién sin purficacion
adicional

e,
\_/ ICI + OYN\) DABcO, ME (_z/&,)
Y

Ester terc-butllico de é&cido 4{(3-bromo-tiofen-2-l)-udroxiimino-metil)-
piperazina)-1-carboxflico Una solucibn de  3-bromo-tiofenc-2-{cloro-
carbaldehido) oxma (16 4 g, 68 mmol) en THF (70 mL) se afiadi6 gota a gota a
una solucion de N-(t-butoxicarbonil)piperazina (14 g, 1 1 eq), DABCO (95¢g, 125
eq) en DMF (100 mL) a 0°C a lo largo de 25 minutos La mezcla se agité a 0°C
durante 3 5 horas y luego se virtid en agua y se extrajo con etilo acetato La capa
orgénica se lavd con solucidn salina y se secd sobre sulfato de magnesio, se filtré
y se evaporé El producto crudo (30 5 g) se punficé mediante cromatografia (eluido
con 0-5% de MeOH en DCM), produciendo 24 6 g (85%) del producto deseado

Q/E—‘J CsCO,, Cul
Meocrl,cH,OH

\_/

&.—-

b
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Ester terc-butfico de é&cido 4-tieno[2,3-d)isoxazol-3-i-plperazina-1-
carboxilico Una mezcla de éster terc-butilico de dcido 4{(3-bromo-tiofen-2-il)-
hidroxsmino-metil}-piperazina)-1-carboxilico (10 3 g, 26 4 mmol), cesto carbonato
(107 g, 32 7 mmol), yoduro de cobre (500 mg) en metoxietanol (200 mL) se agité
a temperatura ambiente durante la noche La mezcla de reaccidn se diluyd con
etilo acetato y se lavé con agua La solucidn acuosa se exirajo tres veces con etilo
acetato Las capas orgdnicas combinadas (total 600 mL) se lavaron con solucidn
salina, se secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron y se evaporaron EIl
residuo se purnficdé mediante cromatografia (120 g del gel de silice, elurdo con 0-
8%metanol en diclorometano), produciendo 5 1 g (62%) del producto deseado en
forma de aceite iviano

H
(_z_p HC! In dioxane (I_p
s s e
A \ /
O’N 0’N

3-plperazin-14i-tieno[2,3-dlisoxazol Ester terc-butilico de 4cido 4-tienof2,3-
d]isoxazol-3-1l-piperazina-1-carboxilico (5 0 g, 16 2 mmol) se agité a temperatura
ambiente en una solucidn de HCI (25 mL, 4N HCI en dioxano) durante 4 horas
Las matenas volétiles se retiraron al vacio y el residuo se tnturd con éter (dos
veces) para producir 3 3 g de sélidos (84%) como la sal de hidrocloruro deseada
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Ejemplo 29

Sintesis de 1-{3dmidazoi-1dl-propil}-3{(1R, 2R)-2-{4-{6-tnfluorometil-
benzo[bltiofen-3-1)-plperazina-1-dimetiljciclopropiimetil)-urea (MDL 833306)

. 4,8% PPN
1) LAH, THF
2 BN NaN,
F DCM A MeCN
F 0e%) g (“3%)
F
w AAN’ ,,..-l
. A THF/H,O a” o o
F s (®2%) R THF
L (08%)
"_ —
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[ 7) N OH
~ C
O J -
THF \
£ N (~quant) F F g
F S
F
F
{(1R, 2R)-2{4-(6-trifluorometil-benzo[bjtiofen-3-1)-piperazina-1-imetil]-

ciclopropli}-metanol A una solucibn de éster metiico de &cido 2R-{4-(6-
tnfluorometil-benzofb]tiofen-3-il)-piperazina-1-iimetil}-1 R-ciclopropanocarboxllico
(50 g, 12 5 mmol) en THF (75mL) enfnado a 0°C se afiadié hudrato de aluminio de
Itio (18 75 mlL., 18 75 mmol, 1 0 M en THF) gota a gota La mezcla resultante se
agité a 0°C durante 2 horas cuando se afiadié en secuencia agua (1 mL), 2 N
NaOH (1 mL) y agua (3 mL) La mezcla resultante se diluyé con DCM (90 mL) y se
filtrd a través de célita Las sales de aluminio se lavaron cuidadosamente con
DCM vy el filtrado se secd (MgSO.), se filtro y se evapord produciendo 4 6 g del
producto deseado
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MsCl, ELN
\ DCM . N
eF . (96%) F S
£ F

Ester de écido metanosulfénico (1R, 2R)-2-{4{6-trifluorometil-benzo[b]tlofen-
3-l}-piperazina-1{imetil]-cicloproplimetll A una solucién de {{1R, 2R)-2-{4-(6-
trifluorometil-benzo[bjtiofen-3-1l)-piperazina-1-imetii}-ciclopropil}-metanol (3 712 g,
10 03 mmol) en EtaN (8 5 mL, 61 1 mmol) y CH2Cl, anhidro (100mL) a 0°C bajo N2
se afladié gota a gota CHaSO2CI (930 uL, 12 02 mmol) Se continud el agitado a
0°C durante 2 5 horas La reaccién se enfné con H20 (20 mL) Una solucién de
KzLO> (428 g, 31 01 mmol) en HO (60 mL) se afiadié después La mezcla
resultante se agité a temperatura ambiente durante 15 minutos, después se
extrajo con CH2CI2, se lavd con solucibn salina, se secd sobre Na; SO4 La
filtracién, concentracién y secado produjeron el producto deseado (4 301 g, 96%)
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14(1R,2R)-2-azidometil-cicl propiimetii]-4-{8-trifluorometil-benzo[b]tofen-3-
il)piperazina Una mezcla de éster de dcido metanosulfénico (1R, 2R)-2-{4(6-
trifluorometil-benzo[bjtiofen-3-1l)-piperazina-1-iimetif}-<ciclopropiimetil (3 995 g, 8 92
mmol), NaNa (1 16 g, 17 85 mmol) y C HaCN anhidro (60 mL) se agité a 47°C bajo
N2 durante 4 horas, después se afladid una cantidad adicional de NaN; (580 mg,
892 mmol) Se contnud el agitado a 47°C por 4 horas adicionales Después de
enfniar a temperatura ambiente, la mezcla ss filtré a través de Celita 545, se lavd
con CH3CN El filtrado combinado y los lavados se concentraron y después se
separaron con prep LC (heptano/EtOAc—70 30, 6040, 50 50, 4060, 30 70,
20 80, 10% EtOAC) para producir el producto deseado (1 5 g, 43%)

/ 4’\ e

N NH,
THFIH,O
®%) F

C-{(1R,2R)-2-{4(8-trifluorometil-benzo[b]tiofen-3-l)-piperazin-1-imeti]-
ciclopropil}metilamina Una solucidn de 1-{(1R,2R)-2-azidometil-ciciopropiimetil]-
4-(6-tnfluorometil-benzo[bltiofen-3-l)-piperazina (1 485 g, 3 78 mmol), PPhs (3 97
g, 15 15 mmol) y H20 (273 uL, 15 17 mmol) en THF (30 mL) se agité a 40°C bajo
N2 durante 18 horas, después a 55°C durante 23 horas Después de enfnar a
temperatura ambiente, la mezcla se concentrd, y después se cromatografié (100%
EtOAc, después MeQOH/CH.CIEtsN—60 40 10) para proporcionar el producto
deseado (1 14 g, 82%)
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F
(98%)

1-{3-+midazol-1i-propil}-3{(1R,2R)-2{4-{6-triflucrometil-benzo[b]tiofen-3-l)-
piperazina-1-imetil]-cicloproplimetil}-urea (MDL 833308) Una solucién de C-
{(1R,2R)-2{4(6-trfluorometil-benzo[b]tiofen-3-i)-piparazin-1-iimetil]-ciclopropil}
metilamina (30 mg, 0 081 mmol) y 4-nitrofenil cloroformato (18 mg, 0 089 mmol) en
THF anhidro (3 mL) se agité a temperatura ambiente bajo N2 durante 1 hora
Después se afiadid EtsN (113 ulL, 081 mmol), seguido por 3-imidazol-1il-
propilamina (39 ulL, 033 mmol) Se continué agitando a 35°C durante 2 horas La
mezcla de la reaccién se filtrd El filtrado se concentrd, después se separd
mediante prep LC (MeOH/CH:Cl—S5 95, 10 90, 15 85, 20 80, 25 75, 30 70) para
producir el compuesto objetivo (41 mg, 98%)
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Un compuesto de la fémula (1)

en donde
AesCHoN,
Y s O 6 NR;
en donde R; es
&) hidrégeno,
b) Ci-Cealquilo, 6
c)

CRR }—
@) _O/( 49 55

en donde

cada Q es independientomente hidrégeno, Ci-
Cealquilo, halégeno 6 triflucrometil,

cada R4, ¥ Rs es independientemente hidrégeno 6
C1-Cetiiquilo,
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Lt
tes061,y
qes061,
jes 0,162,
nes1462

cuandones 1,1es06 2,
cuandones 2,1es 0,
Ra es hidrégeno, C,-Cealquilo 6

—esr O

endondewes 1,263,
Xes04S,
Rz es hidrégeno 6

2 G

en donde Rz es hidrégeno 6 Cy-Cealquilo y Rag €8 hidrégeno,

Ci-Cealcoxi, halégeno 6 Ci-Cealquilo que es saturado o no
saturado,

-B- o3 un grupo seleccionado de (a) — ()
(@) CR2iRz2)n
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(b)

(c)

(d)

(@)

\):}_/

en donde

mes 3, 4,5, 66,

cada Rz y R» es independientemente hidrégeno, Cs-
Cealquilo 6 (CH2);OH endondeaes 0,16 2,
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Rs, R7. Rs ¥y Rg son cada uno independientemente
hidrégeno, halégeno 6 Ci-Caalquilo con la condicibn de

que cuando Rg es C-Caalquilo, Rg no es C¢-Caalquilo,

R es un grupo seleccionado de (a) — (c)

N s
a) b) N
‘”D@\s =

S
N
o (u) T

N’N

==

|
w

en donde
cada L es independientemente hidrégeno, Cy-Cealquilo,
halégeno, o tnfluocrometil,
cada U es independientemente hidrégeno, Cy-Cealquilo, CHO,
halégeno -(CH2)»OH, 6 -{CH2),OC1-Cealquilo en donde b es 1
62,
cada K es independientemente hidréogeno, cada U s
independientemente hidrdgeno, Ci-Cealquilo, CHO, halégeno,
{CH2p0H, 6 {CH2,OC1-Cealquilo en donde b es como se
definié antenormente,
W es hidrdgeno 6
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en donde Ras @8 hidrdgeno 6 C¢-Cealquilo,
cada Ra¢ es independientemente trifluorometil,
trifluorometoxi, C1-Cealquilo o halégeno, y g es 0,
1062,

pes0,162

ees0, 162,

fes 0, 1, 62,

Rz es un grupo seleccionado de (a) — (t)

o
-
® ——tcam

(©)
~ ;’jfﬂ.)e
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st

(f) C1-Cyzalquilo
(9) H{CR1sR1g)s-C02C1-Cealquilo

gay
() \("J

(h)

W3



(k)

-0 CH,
i
H,C

(1) -CH2CH2802,CH;

(m) {CR47R1s)r OC;-C-alquilo
(n) |{CH2CH20Ph

(0) {CR1gRx0)qCZs

(p) -CO2Ph

(q) COCV,

(r)

vsd
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en donde
-T- se selecciona de (1) 6 ()

() {CRywoR1)w
en donde
ues0,162y
cada R10 y R11 es independientemente
hidrégeno o C1-Cealquilo,

(n)

A

cada M, G, H y J es independientemente
seleccionado de
(1) hidrégeno,
(2) halégeno,
(3) C1-Cealquilo,
(4) C4-Cealcoxi,
(5) fenoxi,
(6) fenul,
(7) trfluorometul,
(8) tnfluorometox,
(9) -CO>Re on donde Rig 88 hidrégeno o
C1-Cealquilo,
(10) COC+-Cealquilo,
(11) hidrox,
(12) {CH2)ORxn en donde Rxp es
hidrégeno o C4-Cealquilo,
(13) —=C(CH2)CHs,
(14) —NO,,
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ys

(15) —SCHa,
(16) benzilox, y
(17) —CN,

cada Ry2 y Ry3 es independientemente hidrégenc o
C1-Caalquilo,

ves061,

R4 68 hidrégeno 6 C4-Cealquilo,

ces0, 162,

des0061,

cada Ris y Ris 68 Independientemente hidrégeno 6
C1-Cealquilo,

$030,1,2,3,4065,

oes 162

Cada Ry7 y Ris 8s independientemente hidrégeno,
Ci-Cealquilo 6 CO2C1-Coalquilo,

res263,

cada Rip ¥ Rap 68 Independientemente hidrégeno 6
C1-Caalquilo,

Rz3 @8 hidrégeno 6 C,-C4alquilo,

Z o3 cloruro o fluoruro,

qesod 1,

V es cloruro o fluoruro, y

hklyzson0 1,263

2 Un compuesto de acuerdo con la revindicacion 1 en donde X es O, Y es
NH y -B- es el grupo (a)

3 Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 2 en donde Rz es el grupo

(a)



1<l

=/

Yt

4 Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 3 en donde m es 4, M es
hidrégeno, Cs-Cealquilo, Ci-Cealcoxi, 6 fenily Tes () endonde ues 06 1

5 Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 2 en donde Rz es el grupo

(c)

6 Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion Sendondemes 4, des 1y
Ri4 @3 C1-Cealquilo

7 Un compuesto de acuerdo con la reivindicacidén 1 en donde X es O, Y es
NH y —B- es el grupo (b)

8 Un compuesto de acuerdo con la revindicacién 6 en donde Rz es el grupo

(a)

9 Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 7 en donde Rs, Rz, Rs 6 Rp
son hidrégeno, M es hidrégeno, C,-Csalquilo, C1-Cealcoxi, 6 fenil, y Tes 06 1

10  Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 6 en donde Rz es el grupo

(c)

11 Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 9 en donde Re, R7, Rs 0 Rg
son hidrégeno, d es 1, y Ry4 s C-Cealquilo

12 El compuesto de la rewindicacion 1 que es 1-(metoxi-fenil)-3-{4[{4-{6-
trfluorometil-benzofbjtiofen-3-il)-piperazina-1-il}-butiljurea

13  El compuesto de la reivindicacion 1 que es 1-p-tolil-3{4[{4<{6-tnflucrometil-
benzo[bltiofen-3-il}-piperazina-1-i[}-butiljurea
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14 El compuesto de la rewvindicacibn 1 que es 1-{4[4(26-dfluoro-
benzo[bltiofen-3-i)-piperazina-1-il}-butil}-3-p-tolil-urea

15 El compuesio de la revindicacion 1 que es 1-{4[4-(2-cloro-6-fluoro-
benzo[bltiofen-3-il}-piperazina-14l}-butil}-3(4-cloro-ferul)-urea.

16 El compuesto de la revindicacién 1 que es 1-{4-acetil-fenil}-3{4-(4-
tienol[2,3-d]isoxazol-3-il-piperidin-14l)-butil]-urea

17  El compuesto de la rewvindicacitn 1 que es 1-{4-etoxi-fenil)-3-{4-(4-
tienol[2,3-d]isoxazol-3-1l-pipendin-1-il)-butilj1urea

18 El compuesio de la revindicacién 1 que es 1-{4-etoxi-feni)-3{4-{4-{-6-
fluoro-benzo[bltiofen-3-i1){1,4]diazepan-1-il-}-butil} -urea

19  El compuesto de la reivindicactdn 1 que es 1{4-[4-(-6-flucro-benzo[bjtiofen-
34){1,4]diazepan-1-il-]-butil}-3 —(2-fluoro-fenil)-urea

20 El compuesto de la reivindicacion 1 que es 1-{4{4-(-6-fluoro-benzo[bjtiofen-
HiH{1,4)diazepan-1-il-}-butil}-33-influorometil-fenil)-urea

21  El compuesto de ia revindicacién 1 que es 1-{4-{4-{-6-fluoro-benzo[bltiofen-
3Hi){1,4]diazepan-14l-}-butil}-3-{4-metoxi-fenil)-urea

22 El compuesto de la reivindicacion 1 que es 1-(3-imidazol-1-il-propil)-3-
{(1R,2R)-2{4-(6-tnflucrometil-benzo[bltiofen-3-il)}-piperazina-1-iimetil}-
cicioropropiimehi} -urea
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23  Un método para modular la actividad de los receptores D3 de dopamina,
método que comprende contactar los receptores de dopamina D3 asociadas con
células con una concentracidn de un compuesto de la reivindicaciéon 1

24  Un método para tratar condiciones o trastomos del sistema nervioso central
que comprende administrar a un paciente que lo necesita una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de la reivindicacién 1

25 El método de la reivindicacién 23, en donde el trastomo del sistema
nervioso central se selecciona entre los Trastomos Sicéticos, Dependencia de
Sustancias, Abuso de Sustancias, Desérdenes Disquinéticos, Demencis,
Trastornos de Ansiedad, Trastornos del suefio, Trastomos del Ritmo Circadiano,
Trastornos del Estado de Amimo y Nausea

26 El método de ia reivindicacién 24 en donde el Trastomo Sicotico es la
Esquizofrenia

27 El méiodo de la revindicacibn 24 en donde el compuesio de la
reivindicacién 1 se administra junto con uno o més antagonistas de receptores Dy,
D2, Dy, Ds, de dopamina o SHT

28 Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un
compuesto de la reivindicacién 1 con un vehiculo o diluyente farmacéuticamente
aceptable

29 Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un
compuesto de la revindicacibn 1 con un vehiculo o diluyente aceptable
farmacéuticamente junto con uno o méds antagonistas de receptores Dy, D2, Ds,
Ds, de dopamina o SHT
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30 Una composicibn farmacéutica base, que comprende un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto de la reivindicacién 1, en donde el compuesto contiene un grupo
hidroxi acilatado, o un grupo amino acilatado

31 La composicién farmacéutica base de la reivindicacién 29, en donde el
grupo hidroxi es acilatado, o el grupo amino es acilatado con el grupo (Cs
Cig)alcalonil 0 un grupo (C+Cis)alcoxicarbonil

32 La composicion de la reivindicacidon 29 que contiene un aceite
farmacéuticamente aceptable

33 Lacomposicién de la reivindicacion 31 en donde el aceite se selecciona del
grupo gque consiste en aceite de coco, aceite de mani, aceite de ajonjoli, aceite de
semillas de algodén, aceite de maiz, aceite de soya, aceite de oliva, y ésteres
sintéticos de 4cidos grasos y alcoholes polifuncionales

34  Un método para proporcionar un efecto antisicéhico de larga accién, que
comprende inyectar en un mamifero una cantidad de la composicién de la
reivindicacion 29 suficiente para producir un efecto antisicético de larga accion

35 Un método para proporcionar un efecto antisicético de larga accién, que
comprende inyectar en un mamifero una cantidad de la composicién de la
reivindicacion 30 suficiente para producir un efecto antisicético de larga accion

36 Un método para proporcionar un efecto antisicético de larga accién, que
comprende Inyectar en un mamifero una cantidad de la composiciéon de la
reivindicacién 31 suficiente para producir un efecto antisicético de larga accién

43

i
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37 Un compuesto de la reivindicacion 1 ean donde uno o més de los dtomos
contenidos en &( s un redionucleido

38  Un compuesto de la reivindicacién 1 an donde R es el grupo (a) con un
radioetiquetado '“C en la 3* posicitn del anillo benzo[bJtiofeno, L es trflucrometil,
pes, Raes hidrdgeno, nes1,18s0,yAesN

39  Un método de diagnéstico para monitorear las funciones neurales en un
mamifero que comprende introducir en un mamifero un compuesto
radioetiquetado de acuerdo con la reivindicacién 36

40 Un método de fa rewvindicacién 38 en donde dicho método de diagndstico
se realiza usando tomografia computanzada de emisién individual de positrones
(SPECT) o tomografia de emisién de positrones (PET)

41 Un proceso para preparar un compuesto de la reivindicaciéon 1 en donde Y
68 N que comprende hacer reaccionar un compuesto de la férmula (1)

(Ry),

R-A f N-B—NH,
f

(i)

en donde R, Ra, J, n, 1, B y A se definen como se definen en la férmula | de la
revindicacion 1 con un compuesto de la la férmula (lil)

X==C==N—R;

(1h)
en donde X y Rz son como se definen en {a férmula 1 de la revindicacién 1
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42  Un proceso para preparar un compuesto de la formula | en donde Y es O
que comprende hacer reaccionar un compuesto de la formula (i)

en donde R, Ra, }, n, 1, B y A se definen como se definen en la férmula | de la
retvindicacién 1 con un compuesto de la férmula (IV)

LJ O—R "

V)

en donde “LG" es un grupo de residuos adecuado seleccionado de bromo, cloro o
yodo y R2 se define como se define en la férmula | de la reivindicacién 1

43  Un proceso para preparar compuestos e la férmula | que comprende hacer
reaccionar un compuesto de la formula (V)
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en donde en donde Ry, j, R, A, 1 y n se definen como se definen en la férmula | de
la reivindicacion 1 con un compuesto de la férmula (Vi)

/B\ LHZ
LG I':li
Vi)

en donde “LG" es un grupo de residuos adecuado seleccionado de cloro, bromo,
yodo o mesil y B, Y y Rz se definen en la férmula | de la reivindicacién 1

44  Un compuesto de acuerdo con la retvindicacién 1 en donde R es el grupo

(a)

45 Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 en donde R es el grupo

(b)

46 Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 en donde R es el grupo
(c)

47  Un método para tratar la disfuncién renal que comprende adminisirar a un
paciente que lo necesrte una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de
la rewvindicacién 1
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA
2° EXAMEN DE FORMA, PATENTE DE INVENCION

Radicacion N° 02-13030 FOlI(%

Concepto Técnico N° 234
Clasificaciéon Intemacional de Patentes AB1K 31/16

Practicado el examen de acuerdo a lo establecido en el Art 38 de la Deciston
488, se determiné que esta solicitud de Patente

Si [vf NOI 1] Contiene un resumen de la invencidn (Art 26-e)
Si [-4/ NOJ[ ] Contiene el titulo o0 nombre de la invencidn (Art 27-d)
Si [V( NO|[ ] Contiene la descnpcion de la invencidn (Art 26-b)

SI[¥] NO[ 1] NO ES APLICABLE [ ] Contiene los dibujos necesanos para
comprender la invencidn (Art 26-d)

]| [V{ NOT 1] Contiene una o mas reivindicaciones (Art 26-c)

SI[ ] NO[ ] NO ES APLICABLE ['/]/Han sido desarrollados los productos
a partir de recursos genéticos o de sus productos denvados
de los que cualquiera de los Palses Miembros es pails de
ongen (Art 26-h)

SI[ ] NO[ ] NO ES APLICABLE [ Vﬁ_os productos y o procedimientos
han sido obtenidos o desarrollados a partir a partir de los
conocimientos tradicionales de las comunidades indigenas,
afro amencanas, o locales de los Paises Miembros, de
acuerdo a lo establecido en la Decision 381 y sus
modificaciones y raglamentaciones vigentes (Art 26-1)

SI[ ] NO[ '*]/ La invencién se refiere a un producto relatvo a un matenal
biolégico (Art 26-))

SI [d{ NOI[ ] NO ES APLICABLE [ ] La pnondad coincide con la matena
revindicada

s [vﬂao [] CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS

OBSERVACIONES Y OTROS SI[ ] NO[ ] Ver hoja(s) anexa(s)
» Nuevo capitulo descnptivo, folios 321 - 500
» Nuevo capltulo reivindicatono, folios 501 - 516

EXAMINADOR TECNICO 202051
Bogota D C, febrero 13 de 2004
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
Folio 578”

2020

Bogota D C

Doctor(a)

GUSTAVO HOLLMANN RESTREPO

Apoderado(a)

REFERENCIA Radicacion N° 02-13030

Tramite 002
Evento 001
Actuacion 416
Oficio N° 256
Folios 001

Temendo en cuenta que la solicitud de pnvilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, retine los requisitos de forma establecidos
en los articulos 26 y 27 de la Decisidon 486, de la Comision de la Comunidad
Andina, y en las demas disposiciones vigentes sobre la matena, se anvia el
extracto de la solictud a la oficina de comunicaciones para efecto de su
publicacion en la Gaceta de Propiedad Industnal, conforme lo establece el
articulo 40 de la Decision 486

S aogota D C, 118 FEB 200k

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
Jefe Divisién de’Nuevas Creaciones

202051
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SUPERINTENDENCIA

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

RADICACION EXPEDIENTE No 02-013030

EL EXTRACTO DE LA PRESENTE SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION

FUE PUBLICADO EN LA GACETA DE PROPIEDAD INDUSTRIAL No 539 DE

FECHA 30 DE ABRIL DEL 2004 EL TERMINO HABIL SENALADO PORLALEY

EXPIRA EL 02 DE AGOSTO DEL 2004

NOTA. Dentro del plazo de los seis (6) meses sigulentes a pariir de la fecha de publicacién
on la gaceta de Propledad Industrial, deberd solicitar y cancelar el examen de
patentabiidad so0 pena de que la solicitud calga en abandono, de acuerdo con lo
establecido en el Articulo 44 de la Decisién

486/2000

SE PRESENTARON OPOSICIONES POR PARTE DE TERCEROS
Sl NO X

— — —— — — —— e — ————

Bogota D C, AGOSTO DE 2008
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCI
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RADICACION 2-13030 EDICTO No 13733

LA SECRETARIA GENERAL AD-HOC
HACE SABER

Que esia Superintendencla profiid Resolucién No 23282 de 31-AGO-2008 Que el contenido de la parts resoluivea ss como aigue: El
Superintendentsa de Indusiria y Comercio

REBUELVE

ARTICULO PRIMERO- Deciarar abandonads la solicdiud de priviagio de petents de
Invencidn contanida en & expedients de la referancia

ARTICULO SEGUNDO Notificar parsonaimants &l contanido de ia presante resoluciin al
doctor Guetavo Hollmann Restrepo, 0 a quisn haga sus veces, en su calided de apodarado
de Aventis Pharmacauticals in¢, entregéndole copia de ia misma, adviriéndole qua contra
6lla procade el recurso de reposicion interpusein ante e Superintendente de Industria y
Comerclo al momanio de la notificacién o dentro de ios 5 diss hibiles sigulenias a olla

NOTIFIQUESE Y CUMPLASE
Dada en Bogotd, D.C.sos 3 | A0 0%

£L SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Para nolificar @ los Interesados, se fija o
COMERCIO por sl término de (10) diex dl

Secretaria General Ad-Hoc 13-SE
Secreteria General Ad-Hoc
EDICTO No 13733

te EDICTO an lugar visible al piblico en la SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y
bies contados a partir de las 8 30 a.m de hoy

se desfija hoy 28-SEP-2008 a las cinco (500 pm )
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