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SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

E. ' S. D.

Re: P1.-GLAXOSMITHKLINE LLC.-Solicitud de Patente de Invencidn en

Fase Nacional PCT para “COMPUESTO INHIBIDOR DE
GLICOGENO FOSFORILASA Y COMPOSICION
FARMACEUTICA DEL MISMO"”.-Clase C07C 275/34.-

Expediente nimero 10-036.338.-

1.  Me refiero a mi Solicitud de Patente de 26 de Marzo de 2010.

2. Par medio del presente memorial y debidamente autorizado por mi
representadn, me permito manifestar que es deseo del solicitante presentar en
forma voluntaria unas leves correcciones de tipo tipografico al capitulo descriptivo
que reemplaza al ariginalmente presentado y en &l que se han realizado los
siguientes cambios:

(a) Enla pagina 14, linea 14, se elimind el paréntesis;

(b)  Enla pagina 15, linea &, se climind el paréntesis;

(c)  Enla pagina 26, linza 5, se cambidé DMSO-D@& por DMSO-ds;

(d) En la pagina 26, linza 17, pagina 27, linea 3, se cambié DMSO-D6 por
DMSO-de,

(2) Enla pagina 27, linea 18, pagina 28, linea 10, se cambid DMSO-Dé por
DMSO-ds;

o
FJ

(f En la pagina 29, linea 20, se cambid DMSO-DA por DIMSO-ds;
(g) Enla pagina 30, linea 11, se cambid DMSO-d¢ por DMS0O-d;;
(h)  Enla pagina 21, linea 3, se cambid DMSQO-D6 por DMSO-ds;
(i) En la pagina 32, linea 9, se cambid DMSO-D6 par DMSO-d;;

(j) En la pagina 33, linea 13, se cambi’ DMS0O-d¢ por DMSO-d;;
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(k)  En la pagina 34, linea 21, se cambié DMSO-ds por DMSO-ds;

Q) En la pagina 36, linea 11, se cambié DMSO-d¢ por DMSO-dg; —

(m) Enla pagina 39, linea 7, se cambié DMSO-ds por DMSO-ds;

(n)  Enla pagina 40, linea 2, se cambié DMSO-ds por DMSO-ds;y

(o) En la pagina 41, linea 8, y pagina 42, linea 9, se cambié DMSO-d; por
DMSO-ds y D por o ;

Sobre este particular, finalmente me permito manifestar que las
modificaciones realizadas al capitulo descriptivo en mencién no amplian de
manera alguna el alcance de la invencion tal como fue originalmente
presentada y que el nuevo capitulo modificado es el que debe ser tenido en

cuenta en el tramite de Fase Nacional.
3. Anexo me permito presentar:
(a) Formulario Unico de correcciones y modificaciones:

(b) Recibo numero 10-7,707 expedido por la Superintendencia de Industria

y Comercio, que acreditan el pago de las modificaciones mencionadas; y
(c) Copia de las paginas 1 a 51 del nuevo capitulo descriptivo que
reemplaza al documento originalmente presentado con mi solicitud de
patente radicada el 26 de Marzo de 2010, en el cual se han realizado las
modificaciones expuestas anteriormente.
4. Ruego a usted tomar atenta nota de lo anterior y proceder de conformidad.
Sefor Superintendente,

"

LOREDA RICAURTE
T.P.53.215
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Espacio reservado para ¢l adhasivo de radicaciin

Industria y Comercio
SUPERIMTEMDENCIA

FORMULARIO UNICO DE CORRECCIONES Y MODIFICACIONES.

& D

2000-10
@ e o K SOLICITUD DE: o
D Ceartedion de Error Material, o EZ' Mnd»ﬁL ac Iul'l i “:olicnud
Hornbre! GLAZ(C& ITHP LIIIE LL‘., '
@ : « S R , IDENTIFICACION
SOLICITANTE Direcaion: Cine Frankiin I"iaza;. 00 Horth 167 Strast, | o0, D NIT D

Philadelphia, Pen: Ivania 19102, Estades Unidos de

América, - : < C’E D Otl‘oD

T(’lhf«iﬂcl' ‘:.' "“4 ) Fa,

E-mail; jllizse -wlulchaLamaz ho -;om
Domicilic: Fhi adelphia, Estads de
Estados Unidas de América

“Humero

@ Hombre: ALICIA LLOREDA I‘Iv”AUPTE IDENTIFICACION
V%
(e NIT D
REPRESENTANTE | Diraccion: Calle 72 Mo, 5-53 £° Piza
O APODERADO CE D otra D
Telfono: 3 264270 Fax: & 069701

Harero _33.800.713TP _53215

E-miail: j||u'HO”U"‘r acamachg.com

10- 036 338

acitn al saplioly descriptivo,

@ Descripeién de la correcc

@ Anexos:

{w] Comprobante de pago de la tasa
Poderss, zi fusre @l cazo
O cerifisads de evistencia y reprasentacion lsgal de las partes, cuands sean persanas juridicas.

LALETE

FIR A

L Instruccinnes para &l diligenciamients del prazents farmulario, var reverse de ssta pagina. J

{JLLCCO: 218099.DOC v.1}



%

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

RECIEC OFICIAL DE CAJA : 10

NIT : 800176089-2

7.707 SUPERINIENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERGH

FECHA + FEBRERG 1 DE 2010
SRR B RGT
o 2No. 10-036338- -00001.0000
"60NA: 2010-04-06 16:34:38 P 2020 DIR NLIE
TR o o
1444 RESPUESTAREQUE  Folis. 54 - '
it CONSIGMACTON il
DEPGSITANTE TIPD PAGD BANCE CUENTA No. PABD FECHA PGO Vr. PABD
LLOREDA Y CIA S. A COMCIGNACION  BANCO DE BOGOTA 042734367 36907942 01/02/2010 11,717,000,00
ekt C O N C E P T O sktnx
CANT. RENTISTICO CONCEFTD TOTAL CONCEFTO
{ 50003-01-03 CAMRIQ DE HMODALIDAD Y MODIFICA 12 HARCAS Y LEKAS COHERCIALES 114,000,600
TOTAL ¢ 114,000.00
S0N:  CIENTD CATORCE MIL PESOS

RESPONSABL@

-

RECIBO DE CAJA APLICADD AL EXPEDIENTE No.




10

15

20

25

COMPUESTO INHIBIDOR DE GLICOGENO FOSFORILASA Y

COMPOSICION FARMACEUTICA DEL MISMO

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La invencion se refisre a un novedoso compuestn, 21 cual es un
inhibidor de glicdgeno fosforilasa y su uso en el tratamiento de
diabates y otras condiciones asociadas con &l mismo. La invencién
ademas sz refizre a una composicidn farmacéutica que contiene el
compuesto 'y a proczsos para preparar =l compuesto y la

composicidon farmacéutica.
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COMPUESTO INHIBIDOR DE GLICOGENO FOSFORILASA Y

COMPOSICION FARMACEUTICA DEL MISMO

Campo de la invencion

La prasantz invencién sea refiere a un compuesto inhibidor de
glicdgeno fosforilasa, una composicién farmacéutica del compuesto,
el uso del compuesto o composicién farmacéutica conteniéndolo en
el tratamiento de diabates, condicion2s ascciadas con diabetes, y/o
isquemia de tegjido, incluy=endo isquemia miocardiaca, y un proceso

para hacar &l compuesto.

Antecedentes de la invencién
El tratamiznto de diabetes permanece como una preocupacion
de salud =n la mayoria dal mundo. Medicamentos oralmente

ingeridos teniendo efectos laterales indessables minimos son

= N

desea

O

os sobrz la auto-inyeccidén de insulina. Existe una necesidad
continua de msedicamentos que sean mejoras, que tengan menoras
efectos laterales, de aceién mas larga, o actien via diferentss
mecanismos.

Una variedad de medicamentos estadn disponibles para el
tratamiznto de diabetes. Estos incluyen insulina inyectada vy

medicamentos, tales como sulfonilurzas, glipizida, tobutamida,

acetohexamida, tolacimida, biguanidas y metformina (glucdéfago), los

cualzs son ingeridos oralmente. La auto-inyesccidn de insulina es

requerida en pacizntes diabéticos zn los cuales los madicamentos
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aralmente ingeridos no son e&factivos. Los pacientes teniendo
diabetes Tipo 1 (tamhién referida como diabh=stes mellitus

dependiantz de insulina) son usualmente tratados mediante auto-
inygscion de insulina. Los pacientes que sufren de diabztes Tipo 2
(tambi&n referida como diabetss mallitus no dependiente de insulina)
son usualmente tratados con una comhinacién de dieta, =jercicio y
un agente oral. Cuando lys agentes crales fallén, la insulina puede
ser prescrita. - Cuando los medicamantos diabéticos son tomados
oralmente, usualmente se refieren multiples dosificaciones diarias
con frecuencia.

La determinacidn dz la dosificacion apropiada de insulina
requiere la pruzba frecuente del nivel de azlcar 2n la orina y/o
sangre del paciente. La administracién de un &xceso de dosis de
insulina generalmsante provoca hipoglicemia, la cual tiens sintomas
que varian desde anormalidades suaves &n glucosa 2n sangrz hasta
coma, o incluso la muerte. Los mesdicamentos oralmentz ingeridos
no estan, de igual manera, sin &fzctos laterales indes=ables. Por
gjzmplo, tales medicamentos pueden ser inafsctives en algunos
pacientzs y provocar altsraciones gastrointestinales o deteriorar la
funcién apropiada del higado =n otros individuos. Siempra existe la
nzcesidad de medicamentos mejorados teniendo menos sfectos
laterales y/o unos qus tengan éxito dond= otros fallan.

En la diabastes mellitus Tipo 2 o no dependiente de insulina, la
produccion de glucosa hepatica @s un objetivo importante. El higado

=s &l principal regulador de los niveles de& glucosa en plasma en el
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e#stado en ayuno. La velocidad de produccién de glucosa hepatica

2]

en los pacientes Tipo 2 es normalmente eleavada de manera
significativa cuando se compara con individuos no diabéticos. Para
diab&ticos Tipo 2, 2n 2l estado alimentado o postprandial, el higado
tiene un papzl proporcionalmente mas pequefio en el suministro de
gluzosa 2n plasma total y la produccién de glucosa hepatica es
anormalmente alta.

El higado produce glucosa mediantz glicogendlisis
(descomposicién  del  glicégeno de polimzro de  glucosa) vy
gluconeagénesis (sintesis de glucosa a partir de precursorss de 2 y
2 carbonos). Por Io tanto, la glicog=ndlisis es un objstivo importante
para la interrupcién de produccién de glucosa hepatica. Existe
alguna zvidencia que sugiers que la glicogendlisis pusde contribuir
zn &l rendimiento de glucosa hepatica inapropiado &n los pacientas
diabiticos Tipe 2. Los individuos teniendo enfermedades de
almacenamiento de glicégeno de higado, tal como enfermedad de

Hers o dzficizncia de glicdgeno fosforilasa frecuentemente exhiben

hipoglicemia =pisddica. Adicionalmente, =n humanos de post-

absorcidn normal, hasta apro<imadamente 75% de la produccian de
alucosa hepatica es estimada por resultar dz la glicogendlisis.

La glicogesndlisis &s realizada en higado, muasculo y cerehro
mediante isoformas de tejidb especifico de la enzima glicogeno
fosforilaza. Esta =nzima corta la macromolécula de glicdgeno para
liberar glucosa-1-fosfato y una macromolécula de glicégeno

acortada.
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l.os inhibidores de glicdgeno fosforilasa incluyen glucesa y sus
analogos, cafeina y otros analegos de purina, aminas ciclicas con
varios substituy=sntes, acil urzas y compuestos similares a indol.
Estos compuestos = inhikidores de glicdgeno fosforilasa, en general,
han sido postulados por ser de uso potencial en el tratamiento de
diabztzs Tipo 2 al disminuir la produccidn de glucosa hepética y
disminuir la glicemia. Adicionalmente, se cree deseabls que un
inhibidor de glicdgenco fosforilasa s=a sensible a concentraciones de
glucosa &n sangre,

De acuardo con =sto, o qué se desea s un nusvo compuesto
y composicién farmacéutica conteniéndolo para =l tratamisnto de

diabetes y/o condiciones asociadas con la diabetes.

Breve descripcion de la invencion
La presente invencién proporciona un compuesto de Formula |,
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Formula |
sal, solvato o derivado funcional fisioldgico del mismo.

Tambidn se proporciona una composicién farmacéutica que

comprende un compuesto de Féormula |, sal, solvato o derivado
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fisiolégicaments funcional del mismo.

Ademas, se  proporciona  una composicion  farmacéutica
comprandizndo un compuasto de Férmula |, sal, solvato o derivado
fisiclégicaments funcional d2l mismoe y uno o mas excipientes.

Todavia se proporciona ademéas un método de tratamiento que
comprends administrar a un mamifero, &n particular un humano, una
compcsicidn farmacéutica que comprendes un compuesto de Farmula
I, sal farmacéuticamente aceptable, solvato 0 derivado
fisioldgicamente funcional del mismo y al menos un excipients, en
donde dicho tratamiento es para una enfermedad o condicidn
seleccionada del grupo que consiste de diabetes, condiciones
asociadas con diabetes & isquemia de tejido, incluyendo isqusmia
miocardiaca. I

Adicionalmente, se proporciona un compuesto de Formula |,
sal, solvato ¢ derivado fisiolégicaments funcional del mismo para
usarse como una substancia terapéutica activa (en terapia).
También s& proporciona un compuesto de Férmula I, sal, solvato o
derivada fisioldgicamente funcional del mismo para usarse en &l
tratamiento de diabestes, condicionss asociadas con diabstes y/o
isquemia de tejido, incluyendo isquemia miocardiaca en un
mamifzro, especialmante un humano.

Un proceso para preparar un compueste de Farmula |, sal,
solvato o derivado fisioldgicaments funcional dzl mismo también 23

provisto.
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Descripcion detallada de la invencién

La actividad de glicégeno fosforilasa en tejido muscular es
importante para la gencracién de glucosa y subsecuentzmente
demanda de energia. La inhibicion de gliéégeno fosforilasa de
musculo zn 2l momeanto dzl ejercicio puede conducir a debilidad
muscular y dafo de tejido muscular. Por Io tanto, pusde ser
deseable tener &l compussto de la present: invencidon, el cual
muastra un mayor efecto sobre glicégeno fosforilasa =n el higado
como se compara con el musculo cuando se da oralmente a
mamiferos. El sompuasto de la presente invencidon muestra un fuerte
efzcto sobre el contenido de glicégeno de higado con poco efecto
sabre =l contenide de glicégeno de muisculo y funcién posterior una
dosis oral. En consecuencia, ¢l compussto de la pr2saente invencién
podria evhibir una potents actividad in vivo, tensr propiedades de
solubilidad y hiodisponihilidad aceptables, asi como tener un perfil
de seguridad/toxicidad mejorado en vista de su selectividad para
tzjido de higado.

La presente invencidn proporciona un compuesto de Férmula |

D

0 o
Nj;(OH_

Y. A, 0

-0 *_H/::[ 7

. = U he .N —
o)‘ N\ 4

Férmula |
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sal, solvato o darivado funcional fisioldagico del mismao. El nombre
quimicc para  un  compuesto de Formula | es  N-[(2-[({[4-
(cizlopropilmetil)-2,6-dimetilfenillamino}carbenil)amino]-4-{[2-
(metiloxi)etilloxi}fenil)carbonil]-2-(1,1,-dimetiletil)treonina.

El compuesto de Férmula | o una sal, solvate o derivado
fisiolégicamente funcional del mismo puede existir en formas
esterzaizoméricas (por ejemplo, contiene uno o mas atomos dé
carbono asimétricos). Los estereoisdmeros individuales
(enantidémeros y diasteredmeros) y mezclas de estos son incluidos
dentro del alcance de la presente invencidén. La invencién también
cubre los isAmaros individuales del compuesto (sal, solvata o
derivado fisioldgicamentz funcional) representado por la Férmula |
coma mezclas con isémeros de los mismos, en los cuales son

invertides uno o mas centros quirales. De igual manara, se entiende

@

que  un compuesto (sal, solvato o derivade fisiolégicamente

funcional) de Férmula |, pueds evistir en formas tautoméricas

difzrentes a aquéllas mostradas &n la farmula y éstas también son

incluidas dentro del alcance de la presente invencién. Se entendara

que la presentz invencidn incluye todas las combinaciones y

subcaonjuntas de los grupos particulares definidos antes en la
d

presente.  El alcance de la presente invencidén incluye mezclas de

U

sterecisdémeros asi como =nantiémeros purificados o mezclas
enantiomérica/diasterzoméricamente  enriquecidas. También se
encugntran dentro dzl alcance de la invencién los iséameros

individuales del compuesto representado por la formula |, asi como
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cualquier mezcla completa o parcialmente equilibrada. La presente
invencidn también incluye los isémeros individuales del compusesto,
sal, solvato o derivado representado por la férmula asi como mazclas
con isémeros de los mismos, en los cuales uno o mas centros
quiralzs son invertidos. Se entandzrd que la presents invencisn
incluye todas tas combinaciones y subconjuntos de los grupos
particulares definidos antes &n la presente.

La esterzoquimica preferida del compuesto =s mostrada en la

Formula IA a continuacién:

j\l\ OH
,]T/Q“'\a[". O 0 h
0. e et \
Pt U TN

o)*n

Formula IA

Aquéillos sxpertos =n la técnica apreciaran que 2l compuesto
de la przsents invencion tamhbidn puede aer utilizado en la forma de
una sal farmacéuticamente aceptable, solvato, o derivado
fisiolégicamentz funcional del mismo.

MNormalmeants, pero no de manera absoluta, las ales de la
presente invencién son sales farmacéuticamante aceptables. Las
sales abarcadas dentro del término “sales farmacéuticamente

aceptables” se refiaren a sales no tévicas del compuesto de la



(&, )

10

20

25

10

invencién. Las sales del compuesto de la presante invencién pueden

incluir sales convencionales formadas a partir de bases inorganicas

u organicas farmacéuticamentz aceptables. Ejemplos mas
especificos de sales hasicas adecuadas incluyen sales de sodio,
litin~ potasio, magnesio, aluminio, calcio, cing, N,N’-
dibzncilatilendiamina, cloroprocaina, colina, dietanolamina,

etilendiamina, N-mestilglucamina y procaina.

1¢]
1)

:re a

Como se usa =n la presente, el término “solvate” se refi
un complejo de estequiometria formado por un soluto (en esta
invencian, un  compuesto de  Férmula |, sal o derivado
fisinldgicamente funciona 42l mismo) y un solvente. Talzs solventss,
para &l propdsito des la invencidén, pueden no interferir con la
ntes

actividad hiclégica del soluto. Ejemplos no limitantes de solv

on
O

adecuados incluyzn, pero no estan limitados a agua, metanol, stanol

y acido acético. De prefersncia, 2l solvente usado es un solvente

D

farmacé&uticamente aceptable. Muy preferiblemente, el solvente
usado as agua y =l sclvato s un hidrato.
Comec se usa en la presente, el término “derivado

fisioldgicamente funcional” se  rafi

O

re a cualquisr derivado
farmacéuticaments aceptable de un compuesto de la presente
invencion que, sobre administracion a un mamifere, sza capaz de
proporcionar (directa o indiractamente) un compuesto de la presente
invenzidn o un metabolite astivo dezl mismo. Talss derivados, por
gjzmplo, ésterzs y amidas, estaran claros para aquéllos expertos en

la t2cnica, sin experimentacién indebida. Pusde hacerse referzncia

11
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a la ensefanza de Burger's Medicinal Chamistry and Drug Discovery
(Quimica medicinal y descubrimiznto de medicamento de Burger), 5°
2dicién, Volume 1: Principles and Practice (Volumen 1: Principios y
practica), &l cual es incorporado =n la prasante por referencia al
grads que muestra derivados fisioldgicamente funcionales.

Los  procesos para  preparar sales farmacéuticamente
aceptables, solvatos y derivados fisioldgicamente funcionales dal
compuasto de Férmula | son generalmente conocidos en la técnica.
Ver, por ejemplo, Burger's Medicinal Chemistry and Drug Discovery
(Quimica madicinal y descubrimiento de medicamento de Burger), &°

edicién, Volume 1. Principles and Practice (Volum=n 1: Principios y

practica).
El compuesto (sal, solvato o derivado fisioldgicamente
funcional) de Férmula | puede ser preparado convenizntemente

mediante el proceso s=falado mas adelante. El orden de los pasos
anterioras no es critico para la practica de la invencién y el proceso
pusde ser practicadoc al realizar los pasos en cualquisr orden

adecuadc con basz &n el conoacimi

1

nto de aquéllos expertos &n la
técnica. Ademas, algunos de los pasos descritos puesden ser
comhbinados con &l aislamiento de todos los compuestos intermadios.

Un mé&todo general de la sintesis del compuesto de Férmula |

e

o

sefialada =n &l Esquema 1 a continuacién. El acido 4-fluoro-2-

nitrobenzoico de inicio (2) pusde ser convertido al éster de

M

matovietilo bajo condicionas estandaras, tal como tratamiento con 2-

bromoetil metil éter y una base, tal como carbonato de potasio en un
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solvente polar, tal como DMF o NMP. EI grupo fluoro puede ser
desplazadn con 2-metovietanol bajo condiciones basicas, tal como
carbonato de potasio en DMF o NMP. El éster pueda ser ramovido
entonces bajo condicionss hasicas tales como hidréxido de litio o
hidrixido de sodio en solventas, los cuales incluyen tztrahidrofuran
(THF) y/o metanol (M=OH) y/o agua y/o 1,4-dioxano para dar el
Intermediario 3.

El Intermediario & s formado al mezclar el intermediaric 3 con
0-(1,1-dimetiletil)-L-treoninato de metilo (4) o su sal de hidrocloruro
bajo oondicionzs de acoplamiento estandares. Estas condiciones
incluyen, pearo no 2stan limitadas a, 2l uso de EDC (hidroclaruro de
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida), PyBop
(hevafluorofosfato de  benzotriazol-1-il-oxi-tris-pirrolidino-fosfonio),
HOBT (N-hidroxibenzotriaal), HOAT (N-hidroxi-9-azabenzotriazel), o
DIC (N,N’-diisopropilcarbodiimida), o HATU (hexaflucrofosfato de 2-
(1H-9-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,2-tetrametiluronio) y DIEA (N,N-
diisopropil=tilamina) o trietilamina a temperatura ambiente. Los

de

Q

solventes que pusden ser usados incluyen DMSO, NMP
preferencia DMF. Ademas, combinar 3 y 4 en acetato de etilo 2n la
presencia de anhidrido ciclico de acido 1-propanofosfénico y una
base «arganica, tal comoe DIEA o tristilamina producirda el
intermediario & En un método preferide, 3 es convartido en el
clorureo de acido correspondiznte bajo condiciones estandares tal
como tratamiento con cIofuro de oxalilo 2n un solvente, tal como

diclorometano, &n la presencia de una cantidad catalitica de DMF.
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La reaccién del cloruro de acido resultant= con O-(1,1-dimetiletil)-L-
treconinato de metilo (4) o su sal de hidrocloruro en la presencia de
una bases orgéanica, tal como DIEA o triztilamina &n un solvente tal
como acetonitrile, produce el intermediario 5.

La reduccidn dzl grupo nitro de & bajo condicionzs astandares
tales como, paro no limitadas a, tratamiento con paladio sobre
carbono bajo una atmdésfera de hidrégeno =n un solventz, tal como
acetato dz etila o matanol produce el intermediario 6.

El intermadiario 3 es formado al m=zzclar 2! intermediario 8 con
el isccianato, el intermediario 7 (método de sintesis sefalado mas
adelantz, ver Esquema 23) y diisoprapilztilamina (DIEA) o trietilamina,
en un sclvents tal como DMF. De preferencia, los intermediarios 6 y
7 san combinados &n piridina par dar el intarmediario 8.

El producto final 2s formado mediante corte dzl éster de
intermeadiario & bajo condiciones basicas, tal como hidrévide de litio
o hidréxido de  sodio en solventes, los cuales incluyen

tetrahidrofurano (THF) y/o matanol (MeOH) y/o agua y/o 1,4-dioxano.
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Esquama 1: Sintzsis de un compuasto de Férmula I,
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De manera alternativa, para sintetizar otros isémeroé 0
racematos de Fdrmula |, un diferente isémero de 4 puede sar
substituido. Una ruta altarna para ¢l intarmediario 2 es mostrada en
el Esquema 2 a continuacién. El intermediario 9 es convertido al
fenal, intermediario 10, mediante tratamiento con nitrito de sodio vy
acido clorhidrico. El intermediario 3 es preparado entonces
mediante reaccién de intsrmediario 10 son 2-bromoestil metil &tar bajo
condiciones bésicas, tales como carbhonato de potasio en DMF,
seguido por tratamiento con hidréxido de litio o hidréxido de sodio en
solventzs, los cuales incluyen tetrahidrofurano (THF) y/o metanol

(MeQH) y/a agua y/a 1,4-diox=ano.
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Esquema 2: Método alterno de la Sintesis de intermediario 3

I Me
D\/’\Br
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HNT e, MO NG, i GO, THRMeOH o
9 10 3

Lin mé&todo general de la sintesis del intermediario 7 es
sefalado en el Esquema 3 a continuacidén. El tratamiento de la 4-
broma-2,6-dimtilanilina comercialmente disponible 11 con reactivo
Vilsmeizr (clorura de ((clorometilen)dimetiliminio, o generacidén in
situ a partir d= DMF y cloruro de oxalilo) &n un solvents, tal como
diclorometann, dard el intermediario 12, La reaccién de
intermediario 12 con una base fuerte tal como n-butil litio a baja
temperatura &n un solvente tal como THF seguido por tratamiento
con ciclapropanocarbaldehido produce 2| intermediario 13.

El intermediaric 14 =s formado meadiante tratamiento de
intermediaric 12 con hidréoxido de litio en etanolamina en reflujo
seguido por tratamiento con hidréoxido de litio en alcohol isopropilico
y agua.

La reducciéon de intzrmediario 14 para dar intermediario 15
puede ser rzalizada mediante tratamiento de intermediario 14 con
triztilsilano y acido trifluoroacético. En un método alternative, el
hidrowilo bencilice de intermeadiario 13 puede ser reducido mediante
tratamiento con complejo de horano THF y distil eterato de trifluoruro

d

ugl

horo &n THF. El compussto dez meatileno resultante es tratado

entonces con hidréxido de litio, hidracina, en etanol y agua con
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calentamiento para dar 2l intermediario 15.
El intermediaria 7 &s obtenido entonces mediante tratamiento
dzl intermediario 15 con fosgeno o trifosgeno y una base al como

DIEA &n un solventz tal como diclorometano.

Esquema 3. Sintesis del intermediario 7.
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La invencidn proporciona ademas | una composicién

farmacéutica (también referida como formulacién farmacéutica) que
comprende un compuesto de Farmula |, sal, solvato o derivado
fisialdgicamentz funcional d=l mismo y uno o mas excipientss
(también refzridos como portadores y/o diluyentes en las artes
farmac&uticas). Los evcipientes son aceptables 2n el sentido de ser
compatibles con los demas ingredientss de la formulaciéon y no
perjudiziales al receptor de la misma (es decir, ¢l paciente).

De acuardo 2on otro aspzcto de la invencién, s& proporciona
un proceso para la preparacion de una composicién farmacéutica que

comprende mezclar (o combinar) un compussto de Férmula |, sal,
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solvato o derivado fisiolégicamente funcional del mismo con al
menos un excipiente,.

Las composicionas farmacéuticas puzden estar en forma de
dosis de unidad conteniendn wuna cantidad predeterminada de
ingredients active por dosis de unidad. Tal unidad puede contzner
una dosis tarapéuticamente efectiva del compuesto de Formula |, al,
solvato darivado fisioldgicamente funcional del mismo o una fraccién
de una desis terapiuticamente efzctiva, de manera que formas de
dosificacidn de= unidad mdltiple pudieran ser administradas a un
momento dado para alcanzar la dosis terapéuticamente efzctiva
deseada. Las formulaciones de dosificacion de unidad preferidas
son aquélla conteniendo una dosis diaria o sub-dosis, como se
declara antes &n la presente, o una fraccidn apropiada de la misma,
de un ingrediente activo. Adicionalments tales composiciones
farmacéuticas pueden prepararse mediante cualquiera ds  los
métodas hien conocidos en la técnica de farmacia.

Las combosiciones farmacéuticas pueden ser adaptadas para
la administracién mediante cualquier ruta apropiada, por =jemplo,
mediante ruta oral (incluyendo bucal o sublingual), rectal, nasal,
tépica (incluyendo buc.él, sublingual o transdérmica), vaginal o
parznteral (incluyendo subcutan=a, intramuscular, intravenosa o
intradérmica). Tales composiciones puaden ser preparadas madiante
cualjquizr mitodo conocido en la técnica de farmacia, por jemplo, al
puentear en asociacidn con =l ingrediente activo con 21 o los

excipizntes.
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Cuando s& adaptan para administracién aral, las composiciones
farmacé&uticas pueden estar en ‘unidades discretas, talss como
tabletas o capsulas; polvas granulos; soluciongs o suspansionas en
liquidaes acucsos o no acuosos; espumas comestibles o hatidos;
amulsiones liquidas aceite-en-agua o =mulsiones liquidas agua-en-
aceite. El compussto (sal, solvato o derivado) de la invencién o
composicién farmacéutica de la invencién tamhién pusde ser
incorporado en un dulce, una Jgalleta y/o formulacién de cinta para
lengua para la administracién camo medicina “de disolucidn rapida”.

Por ejemplo, para administracién coral 2n la forma de una
tableta o capsula, el componentz de medicamsnto active pusde
combinarse con un portador inerte, farmac&uticamente aceptablz, no
téwico, cral, tal como =tanol, glicerol, agua y similar. Los polvos o
granulos son preparados al triturar =l compuesto a un tamano fino
adzcuado y mezclar con un portador farmacéutico triturado de manea
similar, tal comeo un carbohidrate comestible como por =jemplo,
almidén ¢ manitol. También pueden estar presentes agentes
saborizantes, conservadeores, dispersantes y colorantes,

Las capsulas se hacen al preparar una mezcla de polve, como

on
[t}

describe antes, y llznar estuches no gelatinosos o de gelatina
formados. Los deslizantes y lubricantes tales como silice coloidal,
talco, =stzarate de magnesio, estearato de calcio, polistilenglicol
solido, pueden szr adicionados a la mezcla de polve antas de la
operacién de llenado. Un agente desintegrador o solubilizante, tal

como agar-agar, carbonato de calcio o carbonato de sodio, también
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puede adicionarse para mejorar la disponibilidad de la medicina
cuando la capsula =s ingerida.

MAas adn, cuando se& dese

ht)

0 sea necesario, ligantes,
lubricantzs, agentes desintzgradores y  agentes colorantss
adecuados tamhién pueden ser incorporados &n la mezcla. Los
ligantes adecuados incluyen almidan, gelatina, azucares naturales,
tales como glucosa o heta-lactosa, endulzantes de maiz, gomas
naturales y sintéticas, tales como acacia, tragacanto, alginato de
sodio, carbaximetilcelulosa, polietilenglicol, ceras y similares. Los

lubricantes usados en sstas formas de dosificacién incluyzn oleato

de sodio, estzarate de sodio, estearato de magnesio, benzoato de
sodio, acetato de sodio, cloruro de sodio y similares. Los

désintegradores incluy=n, sin limitacion, almidén, metilcelulosa,
agar, bentonita, goma xantana y similares.

Las tahlztas son formuladas, por =jemplo, al preparar una
mezcla de polvo, granular o bkalin, adicionar un lubricante vy
desintegradeor, y presionar en tahletas. Una mezcla de polvo =s
preparada al mezclar =l compuesto, adecuadamente triturado, con un

diluyente o basz como s

T

describe antes, y de manera opcional, con
un ligante tal como carhovimetilcelulosa, y alginato, gelatina o
polivinil pirralidona, un retardante de solucién tal como parafina, un
acelerador de& rasorcién, tal como una sal cuaternaria y/o un agente
dz ahsoreidén, tal como bantonita, caolin o fosfato dicalcico. La
mezcla dz polvo puads ser granulada al humectar un ligante tal como

jarabe, pasta de almidén, mucilago de acadia, o soluciones de
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materialzs celuldsicos o poliméricos y forzarlos a través de un tamiz.
Coma una alternativa a granular, la mezcla de polvo pusde correrse
a través de la maquina tableteadora y &l resultado son balines
imparfestamenta formados rotos &n granulos. Leos granulos pueden
ser lubricados para prevenir que se peguen a los dados formadorss
dz tahbletas por vmedio de la adicion de acido estearico, una sal de
estearato, talco o aceite minearal. La mezcla lubricada es comprimida
entonces eén tablstas. El compussto (sal, solvato o derivado) de la
presente invencién también pueds combinarse con un portador inerte
que fluye libre y comprimirse en tabletas directamente sin pasar a
través d2 los pasos de granulado o balin. Un recubrimiento protector
opaco claro que consiste de un recubrimiento de sellado de laca, un
recubrimianto Jd= azlcar, o material polimérico, y un recubrimiznto de
pulido de cera pusde ser provisto. Los colorantes pusden ser
adicionados a e&stos recubrimientos para distinguir diferantes
dosificaciones.

Los fluidos cralzs, talzs como soluciones, jarabss y elixires
pusden przpararse en formas de unidad de dosificacion d= manera
que una cantidad da contenga una cantidad predeterminada de
ingradiznts activo. Los jarabzs pueden ser preparados al disolver &l
compuasto (sal, solvato o derivade) de la invencidn =n una solucién
acunsa adscuadaments saborizada, mientras que las elixires son
preaparadons a través dzl uso de un vehiculo alcahdlico no téxico. Las
suspensionas puzsden ser formuladas al dispersar ¢l compuesto (sal,

sclvato o darivado) de la invencién en un vehiculo no téxico. Los

ol
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solubilizantes y emulsificantes, tales como alcoholes de isoestearilo
etovilados y é&teres de polioxietilen sorbitol, conservadores, aditivos
de sabor tales como aceite de menta, =ndulzantzs naturales,
sacarina u otros endulzantes artificiales y similaras, también pueden
ser adicionados.

Donde es apropiado, las formulaciones de unidad de
dosificacién para administracién oral pueden ser microencapsuladas.
La formulacion también pusde ser preparada para prolongar o
sosten=r la liberacion como, por &jemplo, al recubrir o incrustar
matsarial particulado en polimeros, c=ra o similares.

En la presente invencién, las tabletas y capsulas son
preferidas para entrega de la composicién farmacéutica.

Como s& usa en la presente, 2l término “tratamisnto” incluye la
profilaxis y se refiere a aliviar la condicién especificada, eliminar o
reducir uno o mas sintomas de la condicién, retardar o eliminar la
progresion d= la condicién, y prevenir o retardar la reocurrzncia de la
condicién &n un paciente ¢ sujetoc  previamente afligido o
diagnosticado. La profilaxis (o prevencidén o retraso de ataque de
enfermadad) es normalments lograda al administrar un madicamento
en la misma mansra o similar a como un paciente lo haria con Ia
enfermesdad o condicién desarrollada.

La prezsente invencidn proporciona un método de tratamisnto 2n
un mamifero, especialmente un humano, quz sufre de diabetes o una
condicion relacionada tal como obesidad, sindrome X, resistencia a

insulina, nefropatia diabética, neuropatia diabética, retinopatia
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diabé&tica, hiperglicemia, hipercolesterolemia, hiparinsulinemia,
hiperlipidemia, enfermedad cardiovascular, apoplejia, atzrosclarosis,
desordsnes de lipoproteina, hipartensidon, isquemia de tejido,
isquamia miccardiaca y depresion.  Tal tratamiento comprende el
pasc de administrar una cantidad terapéuticamente efactiva de un
compuesto de Férmula |, sal, solvato ¢ derivado fisioldgicamente
funcional del mismo a dicho mamifero, en particular un humano. EI
tratamiento también puede comprender el paso d= administrar una
cantidad terapZzuticamente efectiva de una compoesicion farmacéutica
conteniendo un compuesto de Férmula |, sal, solvato o derivado
fisizlégicamente funcional del misma a dicho mamifera, en particular
un humano.

Como se usa en la presente, =l término “cantidad efectiva”
significa esa cantidad de un medicamento o agente farmacéutico que
provocara la respuesta bicldgica o médica de un tezjido, sistema,
animal o humano que sz estd buscando, por ejemple, por un
investigador o médico clinico.

El término “cantidad terapéuticamente efectiva” significa
cualquier cantidad la cual, como se compara con un sujeto
correspondizntz que no ha recibido tal cantidad, resulta en
tratamianto mejorado, curacién, prevencidan o meajoramiento de una
enfermedad, desorden o efecto lateral, o una disminucidn en la

velocidad de avance de nfermedad o desorden. EI término

[ 1)

sa

a

también incluye dentro de su alcance, cantidades efectivas para

intensificar la funcién fisiolégica normal. Para uso en terapia,
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cantidades terapiuticamente efectiva de un compuesto de Férmula 1,
asi como salzs, solvatos y derivados fisioldgicamente funcicnales de
l[os mismos, pueden ser administradas como =l quimico crudo.
Adicionalments, el ingrediente active puedes =star presentado como
una composicién farmac#utica.

Aunque &s posible ques, para use en terapia, una cantidad
terapéuticaments efzctiva de un compuzste de Férmula | (sal,
solvate o derivada fisicldgicamente funcional del misme) pusda
administrarse como el quimico crudo, normalments es presentado
como &l ingrediente active de una composicién o formulacién
farmacéutica.

La cantidad terapéuticamente =fectiva przcisa de un compusasto

(sal, solvata o derivado fisioldgicamente funcional) de la invencidn,

dependerd de una variedad de factores incluyendo, pero no limitando

a, la edad y peso del sujeto (paciente) siendo tratado, 2| desorden
preciso que requiere tratamiento y su severidad, la naturalzza de la
formultacidn/composicidn farmacéutica, y la ruta d= administracién, y
por Gltimo estard a la discrecion del médico o veterinario 2ncargado.
Normalmante, un compussto de Férmula | (sal, solvate o derivado
fisiclégicaments funcional del mismo) estard dado para el
tratamiento ene | rango de apro=imadamente 0.1 hasta 100 mg/kg de
peso corporal de receptor (paciente, mamifero) por dia y mas
usualments en €l rango de 0.1 hasta 10 mg/kg d= peso corporal por

sde

3]

dia. Las dosificaciones diarias aceptahles pusden ssr d

aprovimadamente 1 hasta apro-imadaments 1000 mg/dia, y de

o4
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praferancia desdes aproximadamente 1 hasta aproximadamente 100
mg/dia. Esta cantidad puede astar dada en una sola dasis por dia o
&n un numearo (tales como dos, tres, cuatro, cinco o mas) de sub-
dosis por dia, d& manara que la dosis diaria total sea |la misma. Una
cantidad =fzativa de una sal, solvato o derivado fisiolédgicamente
funcional dzl mismo, puzde ser determinada como una proporcion de
la cantidad =fectiva del compussto de Férmula | per se. Las
dosificaciones similares desherian ser apropiadas para tratamiento
(incluyenda  profilaxis) de las demas enfermedades/condiciones
referidas en la presente para tratamiento. En general, la
detzrminacién de dosificacién apropiada pusde ser alcanzarse
facilmente por alguien 2xpearto en medicina o la técnica de farmacia.

Adicionalmente, la resente  invencién  comprende  un

3

compuesto de Formula |, sal, solvato o derivado funcional fisiolégico
dzl mismn, o una composicién farmacéutica del mismo, con al menos
atro medicameanto  anti-diabatico. Tales medicamentos anti-
diabZticos puedsn  incluir, por ejemplo, insulina inyectada vy
medicamentos tales como sales de sulfonilureas, tiazolidindionas,
glipzida, glimepirida, tobutamida, acetohexamida, tolazimida,
biguanidas, rosiglitazona, metformina (glucéfago), sitagliptina
(lanuvia)o combinaciones de las mismas y similares, las cuales son
ingeridas oralmente. Cuando un compuesto de la invencidon es
emplzado en combinacidn con otro medicamento anti-diabético, se
apreciara por aquéllos expertos &n la tdenica que la dosis de cada

compuests o medicamento de la combinacion puede diferir de aquél
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cuando el medicamento o compuesto &s usado solo. Las dosis
apropiadas seran facilmente aprzciadas y determinadas por aquéilos
gxpertos =n la téenica. La dosis apropiada dzl compussto de
Féarmula | (sal, solvatn, derivado fisiolégicamente funcional del
mismo)y =l o los otros agentss terapfuticamentz activas y los
tiempos de administraciéon relativos seran selzccionados con =l fin de
alcanzar el efzcto terapéutico combinado dss=ado, y son con la

evpariancia y discrecion del doctor o médico clinico encargado.

Los siguientes =jemplos se pratendan para  ilustraciéon
solamznte y no pretenden limitar 2l alcance dz la invencidn en
manzra alguna, siendo dzfinida la invencidn por las reivindicacionas.
A menos que se notz de otra manera, los resactivos estan
comercialmente disponibles o son preparados de acusrdo con

procedimientos &n la literatura.

Ejemplo 1: Praparacidon del compuesto de Férmula |A:
N-[(2-[({[4-(cislopropilmetil)-2,6-dimetilfenillamino}carbonil)amino]-4-

{[2-(metilo=i)etil]ovi}fenil)carbonil]-O-(1,1-dimetilztil)-L-treonina

Paso 1. 4-fluoro-2-nitrohenzoato de 2-(metiloxi)atilo
Acido Jd-fluorca-2-nitrobenzoice (15 g, 21 mmol) s& disolvid &n
DMF (80 ml) y Z-bromoetil metil &ter (12.29 g, 8% 1 mmol) se

adiciond saguido por carbonato de potasio (16.2 g, 121.5 mmeol). La
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solucidn fue calentada a 85°C durante 5 h, se enfrié y s= vacid sobre

" agua y acatato de etilo. La capa organica fue separada y lavada con

salmuera, se szcd (MgS0Q,) y se concentrdé para dar 21.7 g d= un
aceite amarillo.
'H NMR (400 MHz, DMS©Q-dg) & ppm 8.07 (dd, J=8.3, 2.4 Hz, 1 H);

7.96 (dd, J=2.4, 2.4 Hz, 1 H), 7.72 (dt, J=8.4, 2.4 H

_f ]
—
T
~—
d
W
o
—~
3
pa )

2H), 3.87 (m, 2H), 2.25 (s, 2H).

Faso 2. 4-{[2-(metilovi)etil]lovi}-2-nitrobenzoato de 2-(metilovi)atilo
J-fluoro-2-nitrobenzoato de 2-(metilo<i)etilo (5 g, 20.56 mmol)
sz disolvié en DMF (40 ml) y 2-metoxietanol (4.7 g, 61.68 mmol) vy
carbonato de potasio (5.7 g, 41.12 mmol) fusron adicionados. La
solucién 3= calenté a 85°C durante 15 h y s2 enfribd. La mezcla se
vacid sobre agua y acetato de etilo y la capa orgéanica fue lavada con
agua y salmuera, se secé (M3SQ,) y se concantrd para dar 4.82 g

T3%) de proeducto deseado como un aceaite dorado.

"H NMR (400 MHz, DMSO- d5) & ppm 7.8 (d, J=8.8 Hz, 1 H); 7.6 (d,
J=2.4 Hz, 1 H), 7.2 (dd, J=8.7, 2.6 Hz, 1 H), 4.3 (m, 2 H), 4.2 (m, 2

Hy; 3.7 (m, 2 H); 3.6 (m, 2 H); 2.3 (s, 3 H); 2.2 (s, 3 H).

(1]

Pasc 3. Acido 4-{[2-(metiloxi)ztilJoxi}-2-nitrobenzoico
4-{[2-(metiloxi)etil]oxi}-2-nitrobenzoato de 2-(metiloxi)etilo

(4.33 g, 16.12 mmol) se disolvid en 1:1 TH/MsOH (20 ml) y 2 M LiOH

(50 ml) fue adicionado. Después de 4 h, la reaccidn se concentré a

~ 30 mly 5 M HCI (34 ml) se adiciond. La sclucién fue extraida con

fo{l
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acetatoe de= etilo y los extractos se secaron (MgSO,) y concentraron
para dar 3.70 g (95%) de producte coma un sélido amarillo palido.
'H NMR (400 MHz, DMSQ- dg) & ppm 2.2 (s, & H); 3.6 (M, 2 H); 4.2

A4 Hz, 1 H); 7.8 (d,

[ )

(m, 2H): 7.2 (dd, J=5.7, 2.8 Hz, 1 H), 7.5 (d, J=

J=8.8 Hz, 1 H).

Pasao 4. Q-(1, 1-dimetiletil)-N-[(4-{[2-(metilovi)etil]ox¥i}-2-
nitrofznil)carkaonil]-L-treoninato de metilo

Acido 4-{[2-(m=tiloxi)atilJoxi}-2-nitrobenzoico (3.7 g9, 15.4 mmol)
= hidrocloruro de metil O-(1,1-dimetiletil)-L-treoninato (3.8 g, 16.8
mmol) se disolvieron &n acetato d= =tilo (50 ml) y trietilamina (4.66
g, 4.0 mmaol) se adiciond. La reaccién s& calenté a 70°C y
anhidrido ciclico de acido 1-propanofosfénico (19.& g de wuna
solucidn al 50% &n acetato de etilo, 30.6 mmaol) s2 adiciond en forma
de gotas. Después de 10 h, la solucidn se enfrié a RT, s2 lavd con
agua y salmusra, s& secd (MgSO,) y se concentrd para dar 6.84 g
(108%) de producto como un aceite viscoso.
"H NMR (400 MHz, DM30- dg) & ppm 1.1 (m, 9 H), 1.1 (d, J=6.1 Hz, 3
H), 3.3 (s, 3 H), 2.8 (g8, 3 H), 3.7 (m, 2 H), 4.2(m, 3 H), 4.& (dd,

J=5.&, 3.2 Hz, 1 H), 7.2 (dd, J=&.5, 2.7 Hz, 1 H), 7.5 (m, 2 H), 8.7 (d,

Paso 5. N-[(2-amino-4-{[2-(m=atilo~i)etil]o=i}fenil)carbonil]-0-(1,1-
dimstiletil)-L-treoninato de meatilo

C-(1, 1-dimetiletil)-N-[(4-{[2-(m=atiloxi)=tilJoxi}-2-
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nitrofznil)carbonil]-L-trzoninato de metile (.32 g, 15.3 mmol) se
disoclvié en acetato de etilo (100 ml) y‘ 10‘% Pd/C (AOND mg, 15.2 mmol)
se disolviéd an acatato de etilo (100 ml) y 10% PJd/C (600 mg) se
adicioné&. La mezcla se colocd en un hidrogenador Pafr bajn 4.218
kg/em? de Ha (80 psi de H,) dos veces sobre un periodo de 48 h. La
reaccion s= removid del aparato, se filtré a través de czlite y se
concentrd, El residus fue purificado mediante cromatografia de SiQ;
(30 g de 5i0., 10-50% de acetato de etilo/hexanos) para dar 4.83 3
(829%) de producto como un aceite dorado viscoso.

'H MMR (400 MHz, DMSO- dg) & ppm 1.1 (s, 9 H), 1.1 (d, J=6.1 Hz, 2
H), 2.2 (s, 3 H), 3.8 (m, 5 H), 4.0 (m, 2 H), 4.1 (dd, J=5.2, 3.2 Hz, 1
H), 4.4 (dd, J=8.%, 2.2 Hz, 1 H), 8.1 (dd, J=8.3, 2.4 Hz, 1 H), 61.2 (d,
J=2.4 Hz, 1 H), 8.5 (5, 2 H), 7.2 (d, J=2.5, 1 H); 7.4 (d, J=86.8 Hz, 1

H).

Paso 6. (4-aminc-3,5-dimetilfenil)(ciclopropil)metanal

Un reactor de laboratorio enchaquetado de 10 |, equipado con
un agitador mecanico, se cargd con diclorometano (3 1) y DMF (201
g, 2.7% mol). La chaqusta se enfrié a 15°C y cloruro de oxalilo
(

unos 5 min adicionales, 4-broman-2,6-dimetilanilina (500 g, 2.50 mol)

()

45.2 g, 2.75% mol) se adiciond sobrz ca. 20 min. Después d= agitar

(%X

en diclorcmetano (1 1) s& adiciond. La mezcla de rzaccidén se agito
durantz 30 min y entonces la capa de dicloromstano fue lavada con
NaQH N (3 1), agua (2 1) y 50°% de salmuera (1 1). La capa de

diclarometano fue destilada entonces a un voluman dz 2 1, THF (4 1)
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sz adiciond nus2vament2 y la mezcla se destild a 2 1, y se adicionaron
unos 5 | finalzs d= THF. La solucidn resultante se enfrié a ca. -70°C,
y n-butil litio (2.5 M 2&n ha~anos, 1.25 |, 2.12 mol) se adicioné sobre
ca. 40 min, en lo cual la temperatura interna fue mantznida a <-50°C.
Después de que la adicién fue complsta, la reaccidn s= =nfrié a -
BN°C y ciclopropanocarbaldehido (221.45 g, 3.12 mol) s2 adiciond a
tal velocidad para mantener la temperatur.a interna <-48°C. Entonces
se permitié que la mezcla sz calentara a RT y agua (2 1) se adiciond
la mezcla se destild a un volumen de ca. 2 |, entonces se adiciond
monohidrato de hidréxido de litio (315 g, 7.50 mol) en agua (2 1) y
etanolamina (460 g, 7.5 mel). La mezcla se llavd a reflujo e
isopropanol (1 1) s= adicioné. D=zspués de someter a reflujo durante
ca. 13 h, la reaccidn se enfrié a RT y el pH fue ajustads a ca. 10 con
HCI concentrado. La mezcla se =xtrajo con acetato de =tilo (2 x 2 |,
1 % 11)y los orgdnicos comhkinados se lavaron con agua (1 I). la
solucidn resultante fue concentrada a ca. 11, se calentd a reflujo vy
entonces se  enfrid a 0°C. Los sélidos rasultantes fusron
recolzctados mediante filtracién, se lavaron con acetato de etilo y
hevanas y se sacaron bajo vacio a ca. 45°C para dar 254.4 g (52°%)

del producto. 'H NMR (400 MHz, DM30O- d5) 5 ppm: 6.30 (s, 2H),

D

4.75 (brs, 1H), 4.28 (brs, 2H), 3.74 (d, J=7.2 Hz, 1H), 2.07 (s, 6H),

1.04-0.93 (m, 1H); 0.45 - 0.15 (m, 4H).

Paso 7. Hidroclorure de 4-(ciclopropilmetil)-2,6-dimetilanilina

A (d-amino-3 5-dimetilfenil)(ciclopropil)metanol (10.0 g, 52.3
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mmal) an diclorometano (100 ml) enfriado a ca. 10°C se adiciond
acido triflucrocacético (7.15 g, R2.7 mmol) lentamentz. Después de
agitar ca. 4 min de trietilsilano (7.30 g, 62.7 mmol) se adiciond en
forma de gotas sobre ca. 20 min. La reaccién se agité a ca. 10°C
durantz 40 min, y entoncas se concentraron bajo presién reducida a
ca. 20ml y acetato de etilo (100 ml) 82 adiciond. Esto s& concentrd
ca. 50 ml, acetato de =tilo se adicioné (2% ml) y con agitacidn se
adiciond HCI concentrado (5 ml). Despuis de agitar ca. 15 min, los
soélidns fueron recolectados mediante filtracién, s= lavd con acetata
de =tilo/he~anos (1:1) y se secaron bajo presién reducida para dar
10.1 9 (912%) del producto. "H NMR (400 MH=z, DMSO- dg) & ppm:

0.15-0.75 (brs, OH), B.95 (s, 2H), 2.36 (d, J=

(]

& Hz, 2H), 2.28 (s,
BH);, 0.38 (m, 1H), 0.40 (m, ZH), 0.12 (m, 2H).
Esta reaccidn se repitid en 8 g de material de inicio y el

productd resultantz (2.1 3) s& combind con =l material antzrior,

Paso S. &-(ciclopropilmetil)-2-isocianato-1,3-dimetilbenceno

Una solucién de hidrocloruro de 4-(ciclopropilmetil)-2,6-
dimetilanilina (11.1 g, 52.4 mmol) y diisopropiletilamina (10.0 ml,
57.7 mmol) disuelte en CH,Cl, (50 ml) se adiciond en forma de gotas
a una solucidn de agitacién de trifosgeno (7.78 g, 26.2 mmol) &n
CH.Cl: (100 ml). Después de qu= la adicion se completd, la solucidn

s2 agitd durante 45 min y entonces el solvente fue concentrado 2n

14

una campana de humo (Precaucién: un fosgenao sin rzaccionar puede

estar presente). El residue resultante fue disuelto &n heptanos,
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lavado con agua, s2cados (MgSQ,) y se concentrd para dar 9.21 g
(87%) de producto como un aceite viscoso nebuloso. 'H NMR (400
MHz, DM30Q- J5) 5 ppm: 0.1 (m, 2H), 2.4 (m, 2 H); 0.9 (m, 1 H), 2.2

(s, &

H), 2.4 (d, J=6.2 Hz, 2 H), 7.0 (s, 2 H).

Pasc Q. N-[(2-[({[4-(-:.iéloproplmetiI)-2,6-
dimetilfenillamino}carbonil)amino]-4-{[2-
(metilaxi)etiloxi}fenil)carbonil]-0O-(1,1-dimetiletil)-L-treoninato de
metilo
N-[(2-amino-4-{[2-(metilo=xi)etil]oxi}fenil)carbonil]-O-(1,1-

dimetiletil)-L-treoninate de metilo (4.74 g, 12.29 mmol) se disolvid &n
piridina (50 ml) y &-(ciclopropilmetil)-2-isccianato-1,3-dimetilbenceno
(2.74 3, 12,59 mmol) se adiciond. La rzaccidén se agitd durante 7 hy
entonces se vacié sobhre HClI 1 M en capas con acetato de =tilo. La
capa 2rganica se separd, se lavé con salmuera, se secd (MgSO,) y
s& concentrd a un aceits amarillo. El aceite fue purificado mediante
cromatografia de SiO; (120 g Si0,, 0 - 50% EA/hexanos) para dar
515 g (71%) de products como una espuma incolora. ES MS m/z

584 (M+H).

FPaso 10. N-[(2-[({[4-(ciclopropilm=atil)-2,6-

dimetilfenill]aminolcarbonil)amino]-4-{[2-

(metilo=i)etilloxi}fznil)sarbonil]-0-(1,1-dimetil=til)-L-trzonina
N-[(2-[({[4-(cicloprapilm=til)-2,6-

dimetilfenillamino}carbonil)amina]-4-{[2-
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(meilowi)etil]oxilfenil)carbanil]-0-(1,1-dimetiletil)-L-treoninato de
metilo (&.1 g, 2.73 mmol) s disolvid 2n 1:1 THF/MecOH (40 ml) y 2 M
LIOH (21.8 ml, 45.68 mmal) se adicioné. Daspués de 3 h, 1 M HCI
(45 ml) y agua (100 ml) se adicionaron y la mezcla se extrajo con
EA. Los =xtractcs s= s=caron (Mg30,), s& combinaron con extractos
de una segunda reaccidn iniciando desde 0.8 g de material de inicio
y s& concentré para dar 5.97 g (102% global) de producte como una
espuma incalora.

'H MMR (400 MHz, DM30- d¢) & ppm; 0.2 (m, 2H); 0.4 (m, 2H): 0.

[{n]

(M, 1 H); 1.1 (s, 12 H), 2.1 (m, B H), 2.4 (d, J=7.0 Hz, 2 H), 2.2 (s, 2

H

~—

L2.6 (m, 2 H), 4.1 (m, 2 H), 4.2 (brs, 1 H), 4.4 (brs, 1H), 8.6 (dd,
J=8.7, 2.7 Hz, 1 H), 8.9 (s, 2 H), 7.7 (brs, 1 H), 7.8 (br s, 1 H), 8.0
(d, J=2.5 Hz, 1 H), 8.7 (brs, 1 H), 10.5 (brs, 1 H), 12.8 (s, 1 H). ES

MS m/z 570 (M+H).

Ejemplo 2: Sintesis a #scala mayor de compuesto de formula IA
N-[(2-[({[4-(ciclopropilmetil)-2,6-dimatilfenillamino}carbonil)amino]-4-

{[2-(metiloxi)etilloxi}fenil)carbonil]-D-(1,1-dimetiletil)-L-treonina

Paso 1. Acido 4-{[2-(matilaxi)etil]oxi)-2-nitrobenzoico

A acido 4-fluorn-2-nitrobenzoico (200 g, 1.03 mol) &n un
reactor de laboratorio e&nchaqu=stado equipado con un agitador
mecanico, 32 adiciond NMP (0.90 1) y carbonato dea potasio (520 g,
2.20 mol). La chagueta de reancidn se calentéd a 50°C y 2-bromoetil

metil éter (120 ml, 1.28 mol) se adiciond sobrs 10 min. La
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termperatura de chaqueta de rzaceidn fue aumentada a ¢ca. 129°C y la
reazcién se agitd durante 1 h. NMP (80 ml), 2-(metilovi)etanol (520
ml) y carkonato de potasio (15 g) fusron adicionados. La
temperatura de chaqueta fue aumentada a ca. 135°C y la rzaccidn se
agité durante ca. 1 h, y entonces la temperatura de chaqusta fue
incrementada a 150°C y la reaccidn se aqgitd durantz ca. & h. La
mezcla fue enfriada a RT y se agité a ca. 16 h. A esto se adiciond
una mezcla dz hidré«ido de sodio acuoso al 50% (225 ml) y agua
(0.77 1). Después de agitar 1 h, la mezcla se transfirid a una cubeta
con agua (0.50 1), s= acidificd can HCI 6 N (ca. 2 1) y s= agitd para
ca. 1.5 h. Los sélidos resultantes fueron rzcolectados mediantz
filtracidn y s= lavaron con agua. El secado bajo presién reducida a
ca. 70°C dio 160 g d&l producto. 'H NMR (400 MHz, DMSO- Jg)
ppm: 13.53 (br s, 1H), 7.23 (4, J=8.5 Hz, 1H); 7.48 (d, J=2.5 H=z, 1H);

7.06 (dd, J=8.8, A.2 Hz, 1 H), 4.23 (m, 2H), 2.65 (m

3%
I
~

3.28 (s,
3H).
Las reacciones de escala mas pequefa  adicionales del

procedimiento anterior también fusron realizadas para dar material

adicional. Las propiedades espactrales fusron las mismas que
antes.
Pasc 2. C-(1,1-dimetilztil)-N-[(4-{[2-(metiloxi)etil]ovi}-2-

nitrofenil)carbonil]-L-treoninato de metilo
A acide 4-[2-(metilovi)etil]Jovi}-2-nitrobenzoico (208, g, 0.97

mol) disuelto en dicloreomeatane (2.5 1) y DMF (2.5 ml), &n un reactor



h

15

20

34

de laboratoric enchaquetado equipado con un agitador mecanico, con
la temperatura de chaqueta a ca. 27°C, s= adiciond cloruro de oxalilo
(104 ml, 1.22 mol) en forma de gotas sobre ca. 20 min. Can la
temperatura de chaqueta a 30°C, la reaccidn se agité durante ca. 2 h
y =ntonces se& concentrd bajo presidn reducida. El residuo fue
disuzlto &n acetonitrilo (0.50 1), se cencentré bajo presién rezducida, y
se re-disolvié en acetonitrilo (0.30 I). Esto se adiciond entonces en
fcrma d= gotas a una mezcla fria (<10°C) de hidroclorure de metil O-
(1,1-dimetilztil)-L-trecninato (195 g, 0.86 mol), y DIEA (390 ml) se
disolvié =n acatonitrilo (1.5 1), =n un reactor de labaratorio
enchaquetado con un agitador mecanico. Cuando la adicién se
complztd, la reaccién fus calentada a RT y se diluyé con metil t-butil
éter (3 1) y s& lavd con 1:1 salmuera:agua (1.5 1), 1:1 bicarbonato de
sodin:agua (1.5 1) y nuevamente con 1:1 salmuera:agua (1.5 1). La
fase arganica se secd sobre sulfato de magnesio y s= concentrd a
ca. 1.5 1. A zsto s= adiciond heptano (1.51) y esto fue concentrado a
sequedad. EIl sélido resultante fus triturado con una mezcla de metil
t-butil éter (210 ml) y heptano (220 ml) y los sdlidos fueron
recolectados mediante filtracién. Este material fue combinado con
una praparacion a escala mas pequeia (22 g) y se secd bajo presion

reducida para dar 238 g dzl producte. '"H NMR (DMSO-d;, 400 MH=Z)

5 ppm: £.68 (d, J=3.8 Hz, 1 H), 7.53 (d, J=3.3 Hz, 1H), 7.49 (d, J=8.3
Hz, 1H), 7.32 (dd, J=8.5, 2.8 Hz, 1H), 4.51 (dd, J=8.7, 3.2 Hz, 1H),
4.22 (m, ZH), 4.16 (m, 1H), 3.85 (m, 2H), 3.64 (s, 2H), 2.20 (s, 2H),

1.12 (d, J=6.4 Hz, 2H), 1.08 (s,

[Xe)

H).
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Paso 2. N-[(Z-amino-4-{[Z-(metiloxi)etil]oxi]fenil)carbonil}-O-(1,1-
dimetiletil)-L-treoninato de metilo
O-(1,1-dimetil=til)-N-[(4-{[2-(matiloxi)etil]loxi}-2-

nitrofznil)carbonil]-L-treoninato de metilo (100.2 g, 0.2423 mol) se
disolvid en meatanol (2 1) y =l matraz de reaccién fue vaciado vy
descargado 2 veces con nitrégeno. A esto se adiciond paladio en
carbono (10%, 10 g) y la mezcla se= agité bhajo una atmdésfera de
hidrégeno para ca. 4 h. La mezcla se filtré y se concentrd bhajo

presion reducida.  El residuo se disclvid en tolueno (0.25 1) y se

O

oncantrd hajo presiéon reducida para dar 21.4 g del producto como
un aceite ambar (92%). 'H NMR (CDCI;, 400 MHz) & ppm: T.38 d,
J=(.7 Hz, 1 H), 8.70 (d, J=9 Hz, 1H); 5.21 (dd, J=2.7, 2 Hz, 1H), 8.21
(d, J=2 Hz, 1H), 5.50 (br, 2H), 4.82 (dd, J=3, 1.7 Hz, 1H), 4.27 (m,
1H), 4.09 (m, ZH), 2.72 (m, 2H), 3.71 (s, 2H), 2.43 (s, 3H), 1.22 (d,
J=6.1 Hz, 3H), 1.12 (s, 9H).

Este procedimiznto se repitid dos veces iniciando con 205 gy
160 g d=l compuesto nitro para dar unos 162.8 g adicionales d2

producto.

Pasc 4. N'-(4-bromo-2,6-dimetilfenil)-N, N-dimatilimidoformamida
Método 1

A DMF (21.2 ml, 0.275% mal) en dicloromatano (0.50 1), en
matraz de reaccién equipado con un agitador mecanico, bajo una

atmdsfera de nitrdgena, se adiciond cloruro de oxalilo (22.2 ml, 0.275

mol) sobre 1 h. Después de agitar 10 min, 4-bromo-2,6-dimetilanilina
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(50.0 g, 0.2580 mol) en diclorometano (0.20 1) se adiciond a tal

n entre ca. 22

i

valocidad para mantener la temperatura de reacci

<

27°C (ca. 1.5 h). La reaccién se 'agité durante ca. 1 h y entonces se
extinguid mediante la adicién de hidré~ido de sodio 2N (0.25 1) a tal
velocidad para mantzner la temperatura de reaccidn entre 10y 15°c.
Las capas se separaron y la capa organica s= lavd con agua (0.20 N,
s& sact sobrz sulfato de magnesic y se concentrd a sequedad. El
residuc s= disolvid en he=anos (0.4 1) y se concentrd a sequedad. El
producto se bombed bajo presion reducida para dar 82.2 g (97.8%)

del productn como un aceite café obscuro. 'H NMR (400 MHz,

ODMSO- dg) & ppm: 7.25 (s, 1H), T7.09 (s, 2H), 2.90 (s, 8H); 2.00 (s,
6H).
Método 2

A una pasta de reactive Vilsmeier (43.2 g, 0.24 mol) en
diclorometano (0.40 [), &n un matraz de reaccidn equipado con un
agitador mecanico, bajo una atmasfera ds nitrdageno, se adiciond 4-
bromo-2,&-dimetilanilina (31.4 g, 0.31 mol) en diclorometano (1.20 1)
a tal velocidad para mantener la temperatura de reaccién entre ca.
20y 28°C (ca. 1.5 h). La reaccidn se agité durante a. 1 h y entonces
se e-tinguié mediante la adiciéon de hidravido dz sodio 2N (0.25 1) a
tal velocidad para mantener la temparatura de reaccidén entre 10 y
15°C. Las capas s2 separaron y la capa organica s lavd con agua

(0.2 1), s= secd sobre sulfato de magnesio y s& concentréo a

sequedad. El residuo se disclviéo en hexanos (0.4 1) y s& concentré a
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sequedad. EIl producto se hombsdé bajo presién reducida para dar
757 g (97%) d=l producto como un aceite café obscuro. Las

propizdades espectrales fusron las mismas que antes.

Escalamiznto de métado 2

A una pasta de reactive Vilsmeier (211.8 g, 1.66 mol) &n
diclarometana (1.97 1), &n un reactor d= laboratorio enchaqustado
equipado con un agitador mecanico, bhajo una atmésfera de
nitrogeno, sz adiciond 4d-hromo-2,6-dimetilanilina (301.91 g3, 1.509

mol) &n diclorometano (0.92 1) a tal velocidad para mantener la

O

temperatura de reaccién <25°C (ca. 1.5 h). La r2accién se agitd por
ca. 1 h y entonces se extinguid mediante la adicién de hidréxido de
sodio 2N (1.7 21) a tal velocidad para mantener la tempearatura de
reaccidn entre 10 y 15°C. Las capas s= separaron y la capa

arganica sz lavd con agua (1.43 1), se secd sobre sulfato de sodio y

s

at]

concentrd a sequedad. El residuo se disolvid 2n hexanos (1 1) y
esto se concantrd a saquedad. Esto se repitido y el producto se

kombed bajo presién reducida para dar 276.22 g (97.8%) del
producto comao un aceite café obscuro. Las propizdades espectrales

fueron iguales como antes.

Pasn 5. N'-{d-[ciclopropil(hidroxi)meatil]-2,6-dimetilfenil}-N, N-
dimetilimidoformamida
N'-(4-bromo-2,68-dimetilfenil)-N, N-dimetilimidoformamida (489.7

g, 1.92 mal) se disolvié en THF (5 1) en un reactor de laboratorio
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enchaqustado  equipado con un agitador mecanico bajo una

atmésfera de nitrégeno. La mezcla se enfrié a -70°C y n-butil litio

n

(2.% N &n hevanos, 1.152 |, 2.28 mol) se adiciond a tal velocidad

para mantzner la temperatura internn entre ca. -@5 y -70°C. Una vaz
la adicidn 32 completd, ciclopropanocarbaldehido (201.86 g, 2.88

mal) se adiciond a tal velocidad para mantener la temperatura

L

°C. Se= permitié que la reaccién se

interna entre ca. -50 y -7
calentara a 0°C y se& extinguid mediante adicion en forma de gotas de
agua (1.96 1) a tal velocidad que la temperatura interna fue
mantenida entre 0 y &°C. El solvente organico se removié bajo
presién reducida y la capa de agua restante y producto suspendido
se transfiriaron a un reactor de laboratorio enchaquetado para ser
usadeo directamente =n 2l siguiente paso. Se removié una alicuota

para analisis espectral de masa: ES MS m/z 247 (M+H).

Faso 6. (4-amio-3 &-dime=tilfenil)(ciclopropil)metanol

Al material dzl previo paso (N'-{4-[cicloproil(hidroxi)metil]-2,5-
dimetilfenil}-N, N-dim=tilimidofoarmamida) se adicioﬁé una suspensidn
de hidréwido de litio (305 g, 12.72 mol) en agua (1.96 1), seguido por
la adicién de etanolamina (221.48 g, 2.63 mol). La mezcla se
calentd a reflujo durante ca. 16 h. La reaccidn se destild para
remover 980 ml de liquido & isopropansl (1.47 1) se adiciond y Ia
mezcla se regresd a reflujo durante ca. & h, Después de enfriar a

RT, se adiciond acetato de etilo (2.5 1) y las capas se se&pararon.

Ambas capas fuzron filtradas para removar sélidos y la capa acuosa

1A
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sz evtrajo nuevamentz con acetato de etilo (2 « 1 1). Las capas

organicas combinadas fusron lavadas con agua (2« 0.5 1), se

S

[xt]

carzn sobre sulfato de sodio y se concentraron a volumen de ca.
1.4 1. Los 3dlidos resultantes fueron rzcolectados mediante filtracion
y s2 lavaron con acetato de stilo y hexanos. Daspués de sacar bajo
presidn reducida, 142.47 g del producte se obtuvisron como un
sélido blanco. 'H NMR (400 MHz, DMSO- ) S ppm: 6.79 (s, 2H),
4.72 (4, J=41 H, 1H), 4.38 (s, ZH), 2.72 (dd, J=7.2, 4.2 Hz, 1H), 2.06

(s, BH), 0.61 (m, 1H), 0.12-0.48 (m, 4H).

Los licores madre produjeron unos 27.91 g adicionales de

producto con propiedades espectrales idénticas. El rendimiento total

fue 49% para dos pasos.

Paso 7. Hidrocloruro de [4-(ciclopropilmetil)-2,6-dimetilfanillamina

A (4-amino-2,5-dimetilfenil)(ciclopropil)metanol  (189.13 g,
0.884 mol) 2n diclorometano (1.38 1) enfriado a 15°C se adiciona
trietilsitanc (123.4 g, 1.06 mol), seguido por acida trifluoroacético
(82.7 9, 0.734 mol) a una velocidad para manten=r la temperatura de
rzacsion interna entre 15y 16°C. La reaccidn se agitd durante T hy
entonces el dicloromatane fue destilade y se adiciond acetato ds
etilo (1.8 1). Estc fue dastilado a un volumen de ca. 1.1 | y unos
280 ml adicionales d= acetato de etilo se agrzgaron. Con agitacion a
20°C, se adiciond HCI concentrado (73 ml) y la mezcla se agito

durante ca. 15 min. Los

N

slidos resultantes fusron recolectados

mediante filtracién y s= lavaron con 1:1 acetato dz etilo:hevanos
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para dar 177.22 g del producto como un sdlido color tostado (95%%).
'H NMR (DMSQ-ds, 400 MHz) 5 ppm: 9.2-9.91 (brs, 2H), T.01 (s, 2ZH),
2,41 (d, J=8.9 Hz, 2H), 2.24 (s, @H); 0.62 (m, 1H), 0.47 (m, 2H), 0.15

(m, 2H).

Paso 8. &-(ciclopropilmetil)-2-isocianato-1,3-dimetilbenceno

A una solucidén de trifosgeno (81.2 g, 0.274 meol) en
dicloremetano (0.255 1) se adiciond una mezcla de hidrocloruro de [4-
(ciclopropilmetil)-2 6-dimetilfenillamina (115 g, 0.543 mol) y DIEA
(176.7 g, 1.27 mol) en dicloromatane (0.3 1) mantsniendo la

temperatura menor que 25°C.  La reaccidn s= agité ca. 18 h y

heptano (1.0 I) se& adiciond. La mezcla s= lavdé con agua (2 veces

(I

Q.20 1). Las fases acuonsas se =vtrajsron nuevamente con heptano (2
veces 0.10 1) y los organicos combinados fueron sscados sobre
sulfato de magnesin. La concentracién bajo presiéon reducida dio
98.95 g del producto como un aceite (91% de rendimiento). 'H NMR
(CDCly, 400 MHz) 5 ppm: A.92 (s, 2H), 2.41 (d, J=&8.8 Hz, 2H), 2.30

(s, BH), 0.93 (m, 1H), 0.50 (m, ZH), 0.15 (M, 2H).

Paso 9. N-[(2-[({[4-(ciclopropilmetil)-2,6-
dimatilfanillamina}carbonil)amino]-4-{[2-
(metiloxi)etil]oxi}fenil)carbonil]-Q-(1, 1-dimetiletil)-L-treoninato de
metilo

N-[(2-amino-3-{[2-(metilo=i)etil]loxi}fenil)carbanil]-O-(1, 1-

dimsztiletil)-L-treoninate  de metilo (144 g, 0.377 mol) y 5-
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(ciclopropilmetil)-2-isocianato-1,3-dimetilbenceno (92.2 g, 0.491 mol)
s2 combinaron =n piridina (1.0 1) y la mezcla se agitd a RT de ca. 16
h. El solventz s& removié bajo presién reducida y el residuo se
disolvid en metil t-butil &ter (1 1). Esto se lavd con 0.1 N HCI (4
veces 0.3 I). EI solvente s& removid bajo presidon reducida y el
residuc fue somsztido a cromatografia en gel de silice (1.5 kg),
levigando con acetato de stilo/hevano (gradiente), para dar 121 g del
producto como una espuma. 'H NMR (DMSQ-d;, 400 MHz) 5 ppm:
10.42 (brs, 1H), &.70 (brs, 1H), 2.01 (brs, 1H), 7.97 (d, J=2.2 Hz,
1H), V.68 (d, J=8.1 Hz, 1H), 8.92 (s, 2H), .57 (dd, J=&.8, 2.5 Hz,
1H), 4.48 (m, 1H), 4.16 (m, 1H), 4.05 (m, 2H), 3.84 (s, 3H); 3.82 (m,
2H), 2.27 (s, 2H), 2.38 (4, J=A.8 Hz, 2H), 2.11 (s, 8H), 1.14 (m, 2H),

1.00 (s, @H); 0.92 (m, 1H), 0.43 (m, 2H), 0.15 (m, 2H).

Paso 10. N-[(2-[({[4-(ciclopropilmetil)-2,6-
dimetilfenillamino}carbonil)amino]-4-{[2-
(metiloxi)etil]oxilfenil)carbonil]-0-(1, 1-dimetil=til)-L-treonina

A N-[(2-[({[4-(ciclopropilmetil)-2,6-
dimetilfenillaminc}carbonil)amino]-4-{[2-
(metilowi)etilJoxi}fenil)cartbonill-3-(1, 1-dimetiletil)-L-treoninata de
metilo (179 g, 0.2068 mmol) en THF (1 1) se adiciond monohidrate de

hidrévido de litic (32.5 g, 0.92 mol) en agua (2.32 1) en forma de

U]

gotas sobre ca. 30 min. La mezcla se agité a RT durante 2 dias, y
entonces se enfriaron &n un bafo de hizlos y el pH se ajustd a ca. 1

mediante la adicioné de 6 N HCI. A =sto se adiciond acetato de =tilo

U
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(1.5 1) y la mezcla s= agitd a 10°C durantz ca. 30 min. Las capas
fusron separadas y la fase acucsa fue extraida con arcetato d= =tilo
(0.2 1). Los organicos combinados fusron secados sobre sulfato de
magnesio, s& filtraron y s& concentraron bajo presién reducida para
dar 120 g d=l preducto, =l cual contenia algan acatato de =tiloy THF.
Este material (se combiné con un lote de 9 g mas pesquefo) se
cristalizé a partir de acetonitrilo (1.7 1) y agua (1.26 |) para dar,
después de sacar bajo presidn reducida a 50°C, 125.5 g del producto
fue un sdlide blanco. 'H NMR (DMSD-dg, 400 MHz) & ppm: 12.78
(brs, 1H), 10.82 (brs, 1H), &.483 (brs, 1H);, 7.58 (d, J=2.2 Hz, 1H),
7.75 (brs, 1H), 7.82 (d, J=7.9 Hz, 1H), 8.00 (s, 2H), 6.58 (dd, J=(S.8,
2.4 Hz, 1H), 4.37 (m, 1H), 4,168 (m, 1H), 4.08 (m, 2H), 2.62 (m, 2H),
2.27 (s, 2H), 2.39 (d, J=6.82 Hz, 2H), 2,11 (s, AH): 1.11 (m, 3H), 1.11
(s, @H), 0.2 (m, 1H); 0.43 (m, 2H), 0.15 (m, ZH). Anal. Calculado
para Cy;H43;M:0,: C, B5.236; H, 7.81; N, 7.323. Encontrado: C, A5.59;

H, 7.59; N, 7.41.

Ejemplo 3: Przparacién dz la sal de potasio dzl compuesto de
Férmula A
N-[(2-[({[4-(cic|oproplmetil)-z,fi-dimetiIfeniI]amino}carbonil)amino]-4-
{[2-(metilovi)atillo=i}fenil)carbonil]-Q-(1, 1-dimetiletil)-L-treoninato  de
potasio

A N-[(2-[({[4-(ciclopropilmetil)-2,6-
dimetilfznilJamino}carbonil)amino]-4-{[2-

(metilovi)etilloxi}fenil)carbonil]-0-(1,1-dimetiletil)-L-traonina (1.0 g,

I
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1.76 mmol) &n acetonitrilo (100 ml) se adiciona t-butéxido de potasio

(1.0 M e&n THF, 1.78 ml). La meczcla se agitd durante ca. 15 min y el

]

salv

il

ntz 2s removido bajo presién reducida para dar el producto.

D

Frotocolas hinlégicos

La utilidad dz los compuestos de Formula |, una sal, solvato o
derivado fisioldgicameante funciaonal d= los mismos, en el tratamiznto
o prevenciin de enfermedades (tal como se describe 2n la presente)

gn animalss, en particular mamifzros (por ejemplo, humanos) puad

g

n

G

demostrarse mediante la actividad en ensayos convencionales
conocidos para alguien de habilidad ordinaria en la técnica relzvante,
incluyzndo los ensayos in vitro @ in vivo descritos mas adelante.

La enzima glicdgeno fosforilasa (GP) purificada, en donda la
alicdaenn fosforilasa asta 2n el estado activado “a”

, referido como

n

1)
i)

Alicdgzno fosforilasa de higado humaneo a (HLGPa), pusde obt rse

de acuerdo con los siguizntes procedimientos.

Clonasidn y expresion apropiada de glicégeno fosforilasa de higadao
humano:

cDNA de glicégzno fosforilasa de higado humano fue
amplificado mediante reaccion de cad=na de polimerasa (PCR) a
partir de una genoteca de =DNA de higado humano comarcialmente
disponible (BD Biosciences). El ¢cDNA fue amplificado como 2
fragmentos de traslaps usanda los iniciadores

3'GG5CGCAAGCCCCTGACAGACCAGGAGAAGS con
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SATGTCTGASTGGATTTTAGCCZACGCC3 vy

n

5

C
VSGATATAGAAGAGTTAGAAGAAATTGS con

&n

SGAASCTTATCAATTTCCATTGACTTTGTTAGATTCATTGG2'.  Las
condiciones de PCR fueron 94°C 1 min, §5°C 1 min, 72°C 2 min,
durante 40 ciclos usande la enzima Pfu Turbo (Stratagene), 0.5%
DMSO, 250 uM cada trifosfato de nuzleédtido y 0.4 uM cada iniciador
mas el amortiguador recomendado por el fabricante de polimerasa.
Cada fragmento de PCR fue clonado molscularmente y la secuencia
de DNA de cada insercion fue determinada. Los 2 fragmentos da
DMNA del cDMNA d= glicdgeno fosforilasa fueron unidos entonces en un
plasmido de expresién bactzriana, pTXK1007LTev (GlazoSmithKling),
creandon un oDNA de longitud completa fusionado en =l ax<tremo 50 a
los  condones para metionina-glicina-alanina-histidina-histidina-
histidina-histidina-histidina-histidina-glicina-glicina-glutamato-

asparagina-lsucina-tirosina-fanilalanina-glutamina-glicina-glicina-. EI
producto d= protaina tendria una etiqueta de AXhistidina seguido por
un sitio de corte de Tev proteasa. La secuencia de DNA de ambos

filamentos del cDNA &n pTXK100TL Tev fue determinada.

Purificacién de glicdgeno fosforilasa de higado humano;

La rpasta czlular congelada (100 g) fus descengelada vy
suspendida en 1200 ml de 50 mM Tris, 100mM NacCl, 15 mM
imidazol, pH 2.0. Las cé&lulas fueron rotas suavements con un
Polytron (Brinkman, PT10-35) y pasaron dos veces a través de un

homogeneizador AVP. Los lisados de células de E. coli fueron
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clarificados a 27,500 « g durante -15 minutos y se filtraron a través d=
un filtro de 0.3 mizra. La solucidan fue aplicada a una columna de
21ml Ni-NTA Sup=rflow (Qiagen) (ID 2émm X H 4.0 cm) pre-
gquilibrada con 50 mM Tris, 100 mM NaCly 15 mM imidazol, pH 3.0,
La solumna fue lavada con amortiguador de =quilibrio hasta que
A280 regrasé a la linsa de base. Las proteinas débilmente unidas
fuzron levigadas a partir de la columna con 10 volimenes de
columna de lacho dz 50mM imidazol &n el mismo amortiguador. La
glicageno fosforilasa fue lzvigado con pasos de 100 mM y 250 mM
Imidazol. Ambas fracciones de 100 mM y 250 mM  fusron
depositadas y entonces se diluyeron 5 veces con amortiguador 50mM
Tris, pH 8.0. Esta solucidn fus cargada en una columna de flujo
rapida 21 ml de Q (Amarsham Pharmacia Biotzch AB, ID 2.6 cm x H
4.0 em) pre-zquilibrada con 50 mM Tris, pH 8.0. Se levigd glicégeno
fosforilasa con un gradiente continuo desde 0-20° de 1M NaCl 2n 50
mM Tris, pH 2.0 (amortiguador B). Las fraccionas de glicdgeno

fosforilasa purificada =ntre 15% y 20°% amortiguador B fueron

depositades, divididos =n alicuotas en tubos de microcantrifuga, y se .

almacenaron a -80°C. La fraccidn purificada formdé una banda simple

de ~100kd en un gel de SDS-PAGE.

Activaciédn de glicdgeno fosforilasa d2 higado humano:
La activacion de glicégeno fosforilasa de higado humano (es
decir, la conversién de forma d=2 HLGPb inactiva a la forma HLGPa

activada) s alcanzé al fosforilar HLGPb con fosforilasa cinasa
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inmovilizada.

10 mg de cinasa fosforilasa (Sigma, P-2014) se disolvio en 2.5
ml de 100mM HEPES, 20mM CaCI2 (pH 7.4) y s& mezcld suavemente
con 1 mil de parlas Affi-Gel (Active Ester Agarose, BiocRad # 1583-
ANQ9) equilibradas previament:z en el mismo amortiguador. La

m

il

zcla s¢ mecid 4 horas a 4°C. Las perlas se lavaron una vez con
&l mismo amartiguador y se bloquearon durante 1 hora a temperatura
ambizntz con una sclucidan de 50 mM HEPES, 1 M metil éster de
glicina, pH 80 Las perlas fusron lavadas entonces con 50 mM
HEPES, 1 mM f-mercaptoetanol, pH 7.4 y s& almacsnaron a 4°C.
Glicdgeno fosforilasa purificada congeslada (HLGPb) se
descongeld en a 4°C entonces se dializd durante la noche en 50 mM
HEPES; 100 mM NaCl, pH 7.4. 15 mg del HLGPbh dializado,3 mM
ATF y & mM MgaCI2 se incubd con 500 ul de las perlas de cinasa
fosforilasa inmovilizada Affi-Gel preparadas zquilibradas con 50 mM
HEPES; 100 mM NaCl, pH 7.4. El grade de fosforilaciéon se
monitored al seguir =l aumento en actividad a intarvalos de 10
minutos usando &l sistema de ensayo sefialado mas adelante.
Brevemante, 2l ensayo contenia 0.1 uM glicégeno fosforilasa de
higado humano, 50 mM HEPES, 100 mM KCI, 2.5 mM EGTA, MgCl,,
3.5 mM KH.PO,, 0.5 mM DTT; 0.4 mg/ml glicégzno, 7.5 mM glucosa,
0.50 mM dinucledtido de B-nicotinamida adenina (E-NAD), 2 U/ml
fosfoglucomutasa, y 5 U/ml glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. La
actividad fue manitorzada al seguir la reduccion de NAD™ a 340 nm.

La reaccién se detuvo mediante remocion de las perlas a partir de la
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mzzcla cuando ningdn aumentoe =n actividad fue observado 820-80
minutas). La fosforilacidan fue confirmada adicionalmente mediante
analisis de la musstra mediantz =speactroscopia de masa. El
sobrenadants conteniendo la muestra actividad fue dializada &n 50
mM HEPES, 100 mM NaCl, pH 7.4 durantez la noche. La muestra
final s& mezcld con un voluman igual de glicerol, dividida en

alicuatas =n tubos de microcentrifuga y se almacend a -20°C.

Ensays de actividad encimatica de glicdgeno fosforilasa de higado
humano a:

Un znsayo enziméatico fu=s desarrollado para madir la respuesta
d= la forma activada di= glicdgeno fosforilasa (HLGPa) a compueastos
d= molécula pequefa (<1000 Da.). El znsayo fus configurade para
manitorzar la rzaccidén glicogenolitica farmacoldgicamente relevante
al coplar la produccién d= glucosa-1-fosfato a partir de glicdgeno y
fosfato inorganico a fosfoglucomutasa, glucosa-6-fosfate
deshidrogenada, NADH oxidada y pesro~idada de rabhano picante par
producir &l praducto fluorescente resorufin. Las concentracionss de
los componentzs reactivos fueron como sigus: 15 nM glicégeno
fosforilasa de higade humana a, 1 mg/ml glicégenn, 5§ mM K . HPD,,
40 UWml fosfaglusomutasa (Sigma), 20 u/ml glucosa-B-fosfato
deshidrogenasa (Sigma), 200 nM NADH ovidasa de Tharmus
thermophilus (preparada como se describe an Park, H.J.; Kreutzer,
R.; Reiser, C.O.A.; Sprinzl, M. Eur. J. Biochem. 1992, 208, 875-379),

2 U/ml de perovidasa de rabano picante (Sigma), 2 uM FAD, 250 uM



wn

10

25

48

NAD®, £0 uM rojo amplax, +/- 10 mM glucosa. El amortiguador de
ensayo de hase usado fue 50 mM HEPES, 100 mM NaCl, pH T.3.
Para ayudar &n la identificacidn de inhibidores sensihles a glucosa
de glicégenc fosforilasa, =1 ensayo fue realizado con y sin 10 mM
gluccsa. Con el fin de frotar el ensayo de componentes
contaminantes que pueden contribuir a produccidn de resorufin
eapecifica no de HLGPa, los reactivos fusron preparados como dos

coctelss concentrados 2. Una solucién de perlas de agarosa

Thermus thermophilus, NAD®, glicégeno, fosfoglucomutasa, glucosa-
G-foafato dashidrogenasa, K.:HPO,, FAD y 50 U/ml perlas de agarosa
recubiertas con catalizada +/- 10 mM glucosa. El rojo Amplex fue
adicionado a esta solucidn después de incubacién a 25°C durants 30
minutos y las perlas de agarosa recubiertas con catalasa fueron
removidas mediante centrifugacién y ratencién de sobrenadante. El
sequndo .coc.tel (coctel #2) contenia glicdgena fosforilasa-a de
higado humanc y peroxidasa de rabanc picanta +/- 10 mM glucosa.
Los ensayos fueron realizados con preincubaciéon de compuestos de
compuestos de esta invencidén con coctel #2 durante 15 minutos,

seguido mediante la adicién de coctel #1 para iniciar la rzaccian,

-

7s ensayos fuzron rzalizados en placas de microtitulo de 95 (negras
e volumen Costar #2694) o 324 cavidades (Greiner negras de
voluman pequefo). El cambio en fluoresczncia dzbido la formacién

de producto fuz meadida en un lector de placa de fluorescencia
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(Molzcular Davices SpectraMas M2) con excitacién a 560 nm y
emisién a &90 nm. La actividad de compuestae de sjemplo 1 es

mastrada en la Takla 1 a continuacian.

Tabla 1: Actividad del ensayo enzimatico de compuesto en glicdgeno

fosfarilasa de higado humano a

Ej | Estructura Nombre quimico ESM IC50
# +m/z (uM)
1 | N-[(2-[({[4- 570 0.004
\{/ ' (ciclopropilmeatil)-2,6- (M+H)
E:”/OH dimetilfenillamino}
e, ©

carbonil)aminn]-4-{[2-
s (metilaxi)etil]*oxi}fenil)
carbonil]-O-(1,1-

dimetiletil)-L-treonina

Métoda de reto de glucagén in vivo:

S& recibizron ratas de CD macho canuladas de vena yugular
(220-260 g) (Charles Rivers, Ralezigh, NC) 1-2 dia después de
canulacién, s2 alojaron de manera individual &n cama Alpha-driM?
(Shephsrd Specialty Papers, INc., Kalamazoo, MI) con accesc libre a
alimento (Lab Dizt 5001, PMI Nutritian International, Brentwood, MO)
y agua y se mantuvieron en un ciclo de luz/obscuridad de 12 h a
21°C y &0°% de humedad relativa durante 2-4 dias antes de los

gstudios de reto de glucagan. En el dia dzl estudio, las ratas fueron
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clasificadas por peso corporal en grupos de tratamiento (N=4-5) y se
alojaron de manera individual en jaulas de caja de zapato con cama
Alpha-dri limpia. Las linzas de canula fusron abiertas por remocidn
de 0.2 ml de sangre y se descargaron con 0.2 ml de solucidn salina
est&ril.  Después de una hora de climatizacién, las muestras de
sangre fueron recolectadas para determinar glucosa basal y las ratas
fueron dosificadas oralmente con vehiculo (5% DMSO: 30%; Solutol
HS1%: 20% PEG400: 45% 25 mM N-metilglucamina) o medicamento
& mi/kg). Dos horas después de la dosificacién de medicamento,
una muestra de sangrz de tiempo cero (0.4 ml) se recolectd para
dzterminacién de glucosa y las ratas fuesron dosificadas a través de
la  vena yugular con Sandostatina, 0.5 mg/kg, (Novartis
Pharmaceuticals Corp., East Hanover, NJ) y glucagdn, 10 ug/kg
(Bedford Labcratories, Bedrod, OH). Las mueastras de sangre fueron
recolectadas después de 10 y 20 min para determinacién d= glucosa.
La sangre entzra fue colocada =n un tubo de recoleceién de sangre
Terumo Capiject (Terumo Medical Carp., Elkton, MD), se permitid
que s= assntara a temperatura ambients durantz 20-30 minutos vy
entonces se cantrifugd (3,000 X G) para obtener suzro. Los niveles

de suero d

O

glucosa fueron determinados usando un inmuno-
analizador de& quimica clinica Qlympus AUA4OMP (Olympus America
Inc., Melville, NY). EI ° de reduccidon (°: R) d2 AUC de= vehiculo
alucosa s2 calculd para cada tratamiento de medicamento usando la
féormula % de reduccion = 100 + 1- (AUC medicamento/AUC

vehizulo), donds AUC se calculéd a partir de valores de Jlucosa en
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suero usando la ecuacidn
AUC = (TO+T10)/2*10 + (T10+T20)/2*10 ~ (TO+20). La actividad de

compussto de sjempls 1 s mostrada en la Tabla 2 a continuacion.

Tabla 2: actividad dzl compuesto 2n &l modelo de reto de glucagdn

in vivo

Dosis de N-[(2-[({[4-(ciclopropilmetil)-2, 8- % R
dimetilfznillamino}carbonil)amino]-4-{[2-
(metilovi)etil]oxilfenil)carbonil]-3-(1, 1-dimetilatil)-L-treonina

(compuesto de zjemplo 1)

(mg/kg)

0.1 4
0.5 36
2 48
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de doz meses siguientes a la fecha de nolifizacian del prezents oficio, complate 1oz requisitos anteriarments
enunciados. En casa de no dar complimiento al prezente requerimients, la sclicitud se considerara abandonada y
perderd su prelacién, '

Continua &n la pagina siguisnts...

Al contestar favor indique &l numero de Seds Centro: Cerrera 15 Ho. 27-00 Pigos 2, 5, 7 y 10 PEX 5870000
radicacion gus & encusntra a continuacion Sedz CAN. Av. Cra 50 No. 26-55 int 2 Tzl 5330070

Cali Center 6512240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.aov.co e-mail: info@sic.aov.co
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LR Coniinuacion radicado Ho: 10 038338 . .
= Industria y Comercio

CSUPERINTEMDERCIA

Hotifiquese el presentz oficia conforme a lo dispussty @n el numeral 5.2, literal @), del Gapitulo quints del tituls

Directora de Wuevas Creacionas (o)
o .

El anterior requerirmiznts fue notificads por fijacidn &n lista de fecha 1 4 ”Am Zﬂlﬂ
adpali

Al contestar favor indique &l mlmero de Sedz Cantro: Carrzra 13 No, 27-00 Pisgz 2, 5,.7 y 10 FBX. 5370000

Sed: CAN: Av. Crz 50 Mo. 26-55 int. 2 Tzl: 5650070
Call Centsr 6513240, Linzz 01300-910165
Web: www.sic.aov.co e-mait: infof@sic.aov.co

radicacion que s& sncusnira a continuacion
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o Industria y Comercio
CUPERINITEIIDEI 1A

Bogota D.C.,
2020

Daoctor(a)

LLOREDA RICALIRTE ALICIA
Apoideradio(a) yha Reprasentantz de
GLAXOSMITHKLINE LLC

REFERENCIA Fadicacion Hio, 10 036333
Solicitud internacional PCT/U 1‘20(’)'/' 17762
Fecha inicio faze nacional 28/04/2010

Tramite _ "
Evento 378

Actuacion 430
Qficio No. Ng 0 6 3 8 54

Teniends en cusrda que el capilulo reivindicatoric présentads ewede de dies reivindicacionss, 25 necesana que

cancele la tasa establecida por cada reivindicacion adicional presentada, de conformidad con 1o disp uwetn &n la

reeolucion de tasas vigents para la fzcha de preseniaciin de la solicitud, 32 pena de que no s@an tenidas an
cuenta dentrc del presents tramite administrativo.

En consecuencia, con fundaments en 1o previsto por @l articulo 12 del Codigo Conlencicss Adminizirative, se 2
requisre para que dentro 321 térming de dos (2) meses siguientes a la fecha de notificaciin Jel prezents oficia
atienda el requerimients aqui sefialada. Lo anterior, con &l alcance que para tal efects establece el articuls 13 J=
la mizma codificacién, respects de las reivindicaciones adicionalzs.

Hatifiquese el presents oficia confarme a lo dispuests @n @ numeral 8.2, literal ), del capitulo quintd el titula
prirero de la Circular Unica M° 10 de 2001,

ALES CARMEMNZA C 'ES DE VERSGEL

Directora de NHusvas' Craacionss (o)
14 By 2010
El anternicr re LI}‘/ .

zhirmiznto fue nadificada por fijaciin en lista de fecha

adpal1

Al contestar favor indigue ¢l numaro de Sede Czntro’ Carrers 13 No. 27-00 Pizos 2, 5, 7 y 10 PEY: 5070000
radicacion que se encuentra a continuacion Sede CAM: Av. Cria 50 Me. 26-55 int 2 Tal: 5330070
Call Centsr 6512240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.aov.co e-mail: info@sic.aov.co



