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CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se reflere a nuevas dlamidas de aminodcidos en
posicién no a Gtiles como adyuvantes para la administracidn de Ingredientes activos
blolégicos. Los compuestos segiin e Invencion faciiltan la adminlstracién oral, Intra-
duodenal, intracoldnica y pulmonar de heparina, heparinas de bajo peso molecular,
heparinas de muy bajo peso moleculer y otros glicosaminoglicanos y derivados.

ESTADO DE LA TECNICA

La heparina sé usa actuailmente en administraclén parenteral para prevencin
y fratamlento de la trombosis venosa profunda. La heparina y los derivados
relacionados resultan Ineficaces o se destruyen en el tracto gastro-intestinal por
hidrdlisis 4cida o enzimética. Adiclonaiments, el tamafio y la carga I6nica de las
moléculas podrian Impedir la absorcién.

Se han empleado varlos adyuvantes (por ejemplo, agentes tensoactivos no
ibntcos) para mejorar la absorcién oral de Ia heparina. Recientements, se han
utiizado aminoécidos modificados para facilitar la administracién de varlos agentes
biologlcos, en particular la heparina (WO 868/34632, WO 01/51454, WO 87/38480).

Esios compuestos son esenciaiments derivados del Acido 4-amino-

fenlibutirico:
RHN—O—CKz—Gl-I:—u-l.—ooon

Estructura A
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y varias amidas tales como:

NH—({CHa)y—COOH

5 "

Estructura B

En particular los derivados siguientes

o

Fopa
H

J.

Estructura C

10

15 Se relvindican como agentes que facilitan la absorcidn oral de productos blolégicos,
fundamentalmente los derivados relativos a n=2 y n=5 (WO 87/36480)

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En el marco de sus Investipaciones sobre la absorcién oral de la heparing, la
solicitants ha descublerto una nueva familia de productos quimicos que facilitan y
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aumentan considerablemente la absorcion oral de la heparina y de sus derivados de
bajo peso molecular, sobre todo por la via colénica. )

Estos productos tienen la estructura sigulente

[ T
(/ o NH—(CH;)——COOH

enlacuakn=2a8
10
en donde R; se selacclona del grupo formado por los grupos funclonales alquil,
halégeno, NOz, OH, OCH; solos 0 asoclados y Ra se selecciona del grupo formado
por los grupos funclonales H, alquil, halégeno, NO2, OH, OCHj.

15 Estos productos son nuevos. Las Investigaciones llevadas a cabo por la solicitante
han demostrado la originalidad de la estructura. En efacto, la solicitanite ha podido
demostrar que loa productos precedentsments mencionados, estructura C, n=3
(ejempio 1) y n=5 {sjempio 2), sintstizados por Ia solicltante no tienen ningin efecto
sobre la absorcién colénica en la rata de una heparina de bajo peso molecular

20 (bemiparina). Del mismo modo los productos que ienen la esfructura D, n=3

{slempio 3).
51 O
|
H

Estructura D
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sintetizados por la solickante no tienen ningln efecto sobre la absorcidn colénica de
bemiparina (ver tabla1).

En la tabla 1, se muestra la Actividad anti Xa/m! én plasma tras administracion
5 intracolénica en rata de Bemiparina y de la asociacién de Bemiparina Junto con los
compuestos da los ejemplos 1, 2y 3, tal y como se muestra en la misma:

Tiempo post-administracién (h)
Dosl
Tratamiento | Via admén. y 05 2 4
(mg/kg)
Bemiparina | Intracoldnica 30 0.103 0.222 0.345
Bemi. +@]. 1 | Intracoiénica | 30 + 30 0.289 0.196 0.147
Beml. + . 2 | intracolonica | 30 + 30 0.367 0.183 0.111
Beml. +e. 3 | intracolénica | 30 + 30 0.520 0.316 0.240
(Tabla 1)

10
Estos resultados tienden a mostrar la importancia de la unién hidrbgeno entre los
&tomos O e H de los productos de la invencién,

i (T
zl1\ G\(Q&

AN MmN (ca—cooH
15 "~ E/

Ofra caracieristica de la Invenclén se reflere a la importancia de la naturaleza y de ia
posicién de! sustituyente Ry asl como de la longitud de la cadena (valor de n).



‘l

10

15

30

WO 2005012230 PCT/ES2004/000346

La solicitante ha descublerto tamblén que los derivados que tienen los sustituyentes
Cl 0 NO2 en poslcién 3 son por lo menos tan activos como los derivados que tienen
un OH en poslcién 1.

Enire los productos de la Invencién los productos preferidos son los que
comesponden a n=3 y a los sustituyentes OH (ejemplo 4), Ci (ejemplo 17), NO;
(ejemplo 11).

Los producios de la Invencién son uiiiizables en forma de éckdo o en forma de sal
aoluble, blolégicaments acepiable, o blen de una composicién farmecéutica
contenlendo una heparina o un derivado de heparina (éster, amida, oligosacéridos,
etc) asl como un adyuvante conocido por su accion favorable (polletiienglical,
alginato, chitosén y derivados, propllenglicol, carbopol, etc).

Una de las composiciones preferidas consiste en asoclar uno de los producios
descritos anteriormente con una heparina de bajo peso molecular como bemiparina

para un uso por via oral en la prevencidn y el tratamiento delﬂirmnboéhvanoaay
arterial.

Otra aplicacién de los productosa de la Invencién consiste en asoclarios a cualquier
derfvado no anticoagulante de la hepasina para una ullizacién por via oral en
émbitos tales como la inflamacién, la alergla y el céincer.

De un modo generel los productos de [a invenclén favorecen la absorcién oral, sobre
todo por la via colénica, de glicosaminoglicanos y oligosacéridos de
glicosaminoglicanos.

Las propiedades de los productos de la invencién han sido estudiadas en un modelo
experimental descritc més adelante y que consiste en medir la absorcidn
Intracolénica en la rata de una heparina de bajo peso molecular, bemiparina, de
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masa molecular media de alrededor de 3.500 daltons y de actividad antl — Xa de
alrededor de 100 unidades/mg.

Los resultados obtenidos muestran, en particular para los productos de los ejemplos
4 (vor figura 1), 11 y 17 (ver figura 2), un fuerte aumento de la absorcidn de
bemlparina medida por la actividad plasmética anti — Xa.

En la Figura 1 se aprecia la absorcién intracolénica en rata de bemiparina y de los
compuestos de los ejemplos 4, 5 y 9, que se muestran més adelants.

En |a Figura 2 se aprecia la absorcion intracolénica en rata de los compuestos de lcs
ejempilos 10, 11 y 17, que se muestran més adelante.

Otra ventaja de los productos de la Invencidn y de su interés como agentes que
aumentan [a absorclén oral de cligosacaridos derivados de la heparina ha sido
demostrada por el estudic de la absorcién Intracoldnica de una heparina de muy bajo
peso molecular, RO-14, (2.500 daltons, 80 a 100 unkiades antt -~ Xa/mg). La
composicidn farmacéutica RO-14 + producio del ejemplo 4 {ver figura 3), muesira
una actividad antl - Xa elevada y de larga duracién.

En la Figura 3 se muestra la absorcién intracolénica en rata de asoclacién de la
composicién farmacéutica RO-14 junto con el producio del ejemplo 4.

A continuacidn se ofrecen una serie de ejemplos con el fin de clarificar la Invencién,
sin cardcter iimitativo sobre el alcance de la invencién. Estos ejemplos describen el
procedimiento de preparacién de los compuestos 1 a 22 Indicados a continuacidn,
as{ como su efecto potenciador de la absorcién intracolénica de la heparina de bajo
peso molecular, Bemiparina.



Y

10

15

WO 20030121230 PCT/ES2004/000346

Elemplo 1,
Acido 4{4-(hidroxibenzollamino)benzollaminc]butanolco. (sompuesto 1).

o]
H /O)LHMN,
O
(compuesto 1)

A una disolucién de 4,41 g (18,69 mmoles) de 4-{(4-aminobenzollamino)butancato de
metilo disuelios sn 80 ml de acetato de etflo, se le adicicna muy Ientaments, 2,48 g
(15,97 mmoies) de cloruro de 2-hidroxibenzollo disuelto en 10 m! de acetato de etilo.
A continuacidn, ee afade 1,61 g (15,97 mmoles) de tristilamina y la mezcla de
reaccién se mantiene a temperatura amblente durants 24 homs. Se elimina el
disolvente a presion reducida y al crudo de reaccién se le afiade 40 mi NaOH 10% y
la mezcla se mantiene con agitacién hasta I total desaparicién del sblido.
Seguldamente, se acidula con écldo clorhidrico concentrado, se filtra el sélido
formado y se lava varias vaces con agua. El producto de reaccién sa purlfica por
recristallzacién (EtOH/MH20). Se obtienen 148 g (27%) de dcido 4-{4-(2-
hidroxibenzollamino)benzollamino]butancico como sblido blanco.

P.1:211-213°C

IR (KBr): v3380, 2970, 2680, 1700, 1665, 1620, 1540, 1510, 855, 770, 750, 695 cm

'H RMN (DMSO, 400 MHz): 51.75 (m, 2 H, CHz), 2,27 (t, 2 H, J = 7,2 Hz, -CH2-CO-
) 3,27 (m, 2 H, -CHx-N-), 6,97 (m, 2 H, aromaticos), 7,43 (m, 1 H, arométicos), 7,79
(d, 2 H, J = 8,5 Hz, arométicos), 7,85 (d, 2 H, J = 8,5 Hz, arométicos), 7,84 (m, 1 H,
arométicos), 8,39 {, 1 H, J = 5,3 Hz, -NH-CHz), 10,51 (s, 1 H, -NH-Ph) ppm

C RMN (DMSO, 100 MHz): 24,6, 31,8, 38,6, 117,2, 117,9, 118,1, 19,8, 127.9,
129,3, 1299, 133,7, 140,7, 158,0, 165,8, 1664, 174,2 ppm
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EM m/z (%): 342 (M", 4), 324 (5), 239 (19), 204 (18), 168 (21), 120 (100), 82 (18), 65
(33)

Andlisis elemental de CgHyN2Oy

Calculado: % C=63,15; % H=530;% N=8,18
Encontrado: % C=83,10; % H=5,32; % N =8,04

Elemplo 2.
Acldo 6-4-{2-hidroxibenzollamino)benzollamino}hexanoico. (compuesto 2).

H HWOOOH
(JH

A una disolucién de 2,81 g (10,64 mmoles) de 6<{4-aminobenzollamino)hexanoato
de metiio disueltos en 50 ml de acetonliriio, se le adiciona muy lentaments, 1,42 g
(9,10 mmoles) de cloruro de 2-hidroxtbenzollo disuslto en 5 ml de acstonitriio. A
continuacién, se afiade 0,62 g (9,10 mmoles) de trietlamine y |a mezcla de reaccién
se mantiens a temperatura ambiente durante 24 horas. Se elimina el disolvents a
presién reducida y al crudo de reaccion se le afiade 30 ml NaOH 10 % y la mezcla
ee mantiene con agitacién hasta la total desaparicién del sélido. Seguidaments, se
acidula con écido clorhidrico concentrado, se filtra el sélido formado y se lava varlas
veces con agua. El producto de reaccidn se purifica por recristalizacién (EYOHMHO).
Se obtienen 1,11 g (33%) de écido 8-{4-(2-hidraxbenzoilamino)benzoilamino]
hexanolco como sdlido blanco.

Pf: 201-203°C

WL
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IR (KBr):v3330, 3050, 2850, 2680, 2570, 1700, 1675, 1600, 1540, 855, 770, 750 cm™
'H RMN (DMSO, 400 MHz): 3 1,32 (m, 2 H, -CHzCHx-CHz), 1,51 (m, 4 H, CHo
CHxCHg), 2,20 (t, 2 H, J = 7,3 Hz, -CHxCO-), 3,23 (m, 2 H, -CHz-N-), 6.97 (m, 2 H,
arométicos), 7,43 (m, 1 H, arométicos), 7.78 (d, 2 H, J = 8,5 Hz, aromaticos), 7,84 (d,
2 H, J= 8,5 Hz, arométicos), 7,93 {m, 1 H, aromaticos), 8,35 (t, 1 H, J=5,1 Hz, -NH-
CHz), 10,51 (s, 1 H, -NH-Ph), 11,62 (s, 1 H, -OH), 11,85 (s, 1 H, ~COOH) ppm

3C RMIN (DMSO, 100 MHz): 8 14,2, 24,5, 25,5, 28,6, 34,1, 60,3, 68,5, 114,3, 125,9,
164,1, 173,5 ppm

EM m/z (%) 263 (M-18, 3), 238 (4), 218 (2), 172 (5), 143 (20), 115 (18), 97 (48), 60
(100), 55 (49), 41 (85)

Andlisis elemental de CagHzzNzO5

Calculado: % C=064,85;%H=599; % N=758

Encontrado: % C=64,51:%H=586; % N=T745

Elemplo 3.
Acldo 4{3-(2-hidroxibenzollamino}benzollaminolbutanoico. (compuesto 3).

H
u/Q"/H\/\/mH
0

(compuesto 3)

A una disolucién de 2,80 g (11,00 mmoles) de 4-(3-aminobenzollamino)butanoato de
metilo disuettos en 26 ml de acetato de etilo se le adiclona, muy lsntaments 1,40 g
(10,00 mmoles) de cloruro 2-hidroxdbenzofo disustio en 5 mi de acetato de etlio. A
continuacion, se afiade 1,00 g (10,00 mmoles) de EtyN (trletilamina) y la mezcle de
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reaccién se mantiene a temperatura amblente durante 24 horas. Se elimina el
disolvente a presidn reducida y al crudo de reacclén se le afiade 40 mi NaOH 10 % y
la mezcla se mantiene con agitacién hasta la total desaparicién del acelts.
Seguldaments, se acidula con HCl concentrado, se fitira el sélido fonrnado y se lava
varias veces con agua. El producto de reaccién se purifica por recristalizaclon
(EtOHH20). Se obtlenen 1,60 g (48%) de &acldo 4-[3{2-hidroxdbenzollamino)
benzollamino]butanoico como adlido bianco.

Pf.:172-174°C
IR(ATR): v 32981, 2040, 1714, 1611, 1551, 1455, 1335, 1232, 1214, 878, 817, 735

em

'H RMN (DMSO, 400 MHz): 51,77 (3, 2H, /=70 Hz, CH2), 2,28 (, 2 H, J= T4
Hz, -CHz-CO-), 3,28 (m, 2 H, -CH>-N-), 6,97 (m, 2 H, arométicos), 7.43 (m, 2 H,
arométicos), 7,569 (m, 1 H, arométicos), 7,87 (m, 1 H, aroméaticos), 7,08 (m, 1 H,
aromdticos) 8,12 (m, 1 H, arométicos), 8,50 (t, 1 H, J = 5,0 Hz, NH-CH>-), 10,50 (s,
1 H, -NH-) ppm

3C RMN (DMSO, 100 MHz): 5 24,5, 31,2, 38,7, 117.3, 117.4, 119,1, 120,2, 122,7,
1235, 128,8, 120,1, 133,8, 1354, 138,2, 158,5, 166,1, 166,7, 174,2 ppm

EM m/z (%): 238 (M*-104, 61), 210 (3), 186 (2), 160 (3), 137 (9), 119 (100), 120 (30),
92 (50), 91 (12), 85 (31)

Andlisis elemental da CgHgN10;
Calculado: % C=63,14;,%H=531;%N=8,18

Encontrado: % C=63,01; % H=5.23;% N=8,21

Elempio 4,
Acido 442-{2-hidroxibenzollamino)benzollamino}butanolco. {compuesto 4)
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(compuesto 4)

A una suspension de 2036 g (91,71 mmoles) del é&cido 4+2-
aminobenzollamino)butanolco en 200 mi de cloruro de metileno seco se ie adicionan
42,33 g (391,92 mmoles) de cloruro de trimetilsiilic y se deja la reaccién a reflujo
durants § horas. A continuacion, se Introduce ! mattaz en un bafioc de hieloyse le
afiaden 11,87 g (117.57 mmoles) de trietilamina y una disolucién de 15,52 g (78,38
mmoles) del cloruro de acetilsaliciiofo disuelto en 20 mi de cloruro de metileno seco.
La reaccién se deja agltando durante 30 minutos en bafio de hielo y 24 horas a
temperatura amblente. Se elimina el disolvents a presién reducida y al crudo de
reacclén se le afiade 200 ml NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con agitacién
hasta la total deseparicién del acelts. Seguklamente, se acidula con HCI
concenirado, se fiitra et sdlido formado y se Iava varlas vecas con agua y con éter. El
producto de reaccin se purifica por recristalzacién (EtOH/H.0). Se obtienen 21,86
g (81 %) de éacldo 4-{2-{2-hidroxiberzoiiamino)benzoliaminolbutanoico como sblido
blanco.

PL:173-174°C
IR{ATR): v 3322, 2025, 2852, 1688, 16852, 1633, 1587, 1528, 1448, 1260, 1228, 756

em

'H RMN (DMSO, 400 MHz): 51,76 (q, 2 H, /= 7,0 Hz, -CHz), 2,28 (1, 2H, J=7,3 Hz,
CH-CO-), 3,27 (m, 2 H, -CHzN-), 8,96 (m, 2 H, arométicos), 7,20 (m, 1 H,
aromético), 7,42 (m, 1 H, aromético), 7,50 (m, 1 H, aromético), 7,68 (m, 1 H,
aromético), 7,83 (m, 1 H, aromético) 8,48 (m, 1 H, aromético), 8,50 {t, 1 H, J=5,0
Hz, NH-CHz-), 11,62 (Sarhor 1 H, -OH), 12,03 (8anchor 1 H, <COOH), 12,19 (5, 1 H, -
NH-Ph) ppm



10

15

WO 2003011230 PCT/ES2004/000346

12

13C RMN (DMSO, 200 MHz): 5 24,2, 31,1, 38,9, 117,2, 117,09, 118,3, 121,7, 123.1,
1233, 128,1, 128,2, 131,3, 133,7, 137,8, 156,1, 165,5, 168,1, 174,2 ppm

EM miz (%): 342 (M", 5), 265 (4), 239 (100), 222 (11), 121 (50), 120 (84), 110 (62),
92 (54), 77 (10), 65 (53), 38 (39) .

Andlisis elamantal de CsHisNzOp

Calculado: % C=63,15%H=530;%N=8,18
Encontrado: % C=63,15: % H=5,38; % N=8,15

Elemplo 3,
Acido 5{2{2-hidroxibenzoliamino)benzoliaminc]pentancico. (compussto 5).

S

{compuesto 5)

A una suspensiin de 16T g (6,81 mmoles) del acldo 54{2-
amincbenzollamino)pentanoico en 20 mi de cloruro de metileno seco se le adicionan
141 g (11,94 mmoles) de cloruro de frimetilsliilo y se deja la reaccién a reflujo
durants 5 horas. A continuacién, se introduce el matraz en un bafio de hlelo y se le
afladen 0,88 g (8,73 mmoles) de trietlemina y una disolucién de 1,15 g (5,82
mmoles) del cloruro de acetilsaliciiofio disueito en 5 ml de cloruro de metileno seco.
La reacclén se deja agitando durante 30 minutos en bafio de hielo y 24 horas a
temperatura ambiente. Se elimina el disolvents a presién reducida y al crudo de
reaccidn se le afiade 20 ml NaOH 10 % y la mazcla se mantiene con agitacién hasta
la total desaparicién del acsite. Seguldaments, se acidula con HCI concentrado, se
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fitra el sdlido formado y se lava varlas veces con agua y con éter. El producto de
reaccién se purifica por recristallzacién (EtOHMH;0). Se obtienen 1,26 g (81 %) de
dcido 5-[2-{2-hidrxdbenzoilamino) benzollamino]pentanoico como sélido bianco.

P.f.: 168-170°C _

IR (ATR): v 3310, 1698, 1648, 1626, 1597, 1521, 1260, 1223, 1139, 746 cm™

'H RMN (400 MHz, DMSO): 31,54 (m, 4 H, -CHa-CHz-CH,-CHz), 2,21 (t, 2 H, J=7,2
Hz , -CHx-CO), 3,28 (m, 2 H, -CHxN-), 6,87 (m, 2 H, aromdticos), 7,18 (m, 1 H,
aromético), 7,40 (m, 1 H, aromatico), 7,51 (m, 1 H, aromatico), 7,67 (m, 1 H,
aromatico), 7,84 (m, 1 H, aromético), 8,47 (m, 1 H, aromético), 8,72 t, 1 H, J = 5,4
Hz, -NH-CHz), 11,62 (8, 1 H, -OH), 11,88 (s, 1 H, -COOH), 12,18 (s, 1 H, -NH-Ph)
ppm

3C RMN (200 MHz, DMSOQ):3 22,0, 28,3, 33,3, 38,8, 1172, 118,0, 119,3, 121,74,
123,2, 123,5, 128,0, 129,3, 131,3, 133,7, 137,8, 158,0, 165,5, 168,0, 174.4 ppm

EM miz (%): 356 (M*, 1), 337 (9), 238 (72), 119 (100), 99 (18), 92 (59), 77 (15), 65
(48), 41 (25)

Andlisis elemental de CygHagN2O5

Calculado: % C = 64,04; % H=5,66; % N =7.88
Encontrado: % C=63,80;: % H=5,60;% N=7,75

Elemplo 6,
Acido 8{2-{2-hidroxibenzollamino)benzollamincjoctancico. (compuesto 6).

2

¥
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{compuesto 68)

A una suspension de 200 g (7,20 mmoles) del écido B-{2-
aminobenzollamino)octanoico en 25 ml de cloruro de metileno seco se le adicionan
1,36 g (12,60 mmoles) de cloruro de trimetilsilllo y se deja la reaccién a refiujo
durante 5 horas. A continuacion, se Introduce ¢l matraz en un befio de hielo y se le
afiaden 0,93 g (9,22 mmoles) de trietflamina y una disolucidn de 1,21 g (6.15
mmoles) del cloruro de acetilsaliclioflo disuslto an 5 mi de cloruro de metileno seco.
La reaccién se deja agitando durante 30 minutos en bafio de hielo y 24 horas a
tamperatura amblente. Se elimina el disolvents a presién reducida y al crudo de
reaccidn se le afiade 20 mINaOH 10 % y la mezcla se mantiene con agitacidn hasta
la total desaparici6n del acelte. Seguidamente, se acidula con HC] concenirado, se
filira e} sdfido formado y se lava varlas veces con agua y con éter. El producto de
reaccién se purifica por recristalizacién (EtOH/Hz0). Se obtienen 1,41 g (58 %) de
dcido 8{2-(2-hidroxibenzollamino)benzollaminojoctanoico como edlido blanco.

P.f: 124-125°C

IR (ATR): v 3310, 2931, 2855, 1668, 1654, 1627, 1585, 1526, 1495, 1448, 1409,
1361, 1315, 1268, 1222, 1196, 1168 cm’

'H RMN (400 MHz, DMSO): 51,25 (m, 6 H, ~CH2-CHz-CHz-CHz-CHz-CH>-CH2-), 1,46
{m, 4 H, -CHy-CHz-CHz-CHx-CHx-GHz-CHz), 2,44 (t, 2 H, J 57,5 Hz,, -CHxCO), 3,23
(m, 2 H, <CHz-N-), 6,85 (m, 2 H, arométicos), 7,18 {m, 1 H, aromético), 7,41 (m, 1 H,
aromdtico), 7,50 (m, 1 H, aromético), 7,66 (m, 1 H, aromético), 764 (m, 1 H,
aromético), 844 (m, 1 H, aromético), 8,67 (t, 1 H, J = 5,7 Hz, -NH-CHy), 11,61 (s, 1
H, -OH), 11,90 (s, 1 H, -COOH), 12,13 (s, 1 H, -NH-Ph) ppm

3¢ RMN (200 MHz, DMSO):5 24,5, 26,4, 28,50, 28,52, 28,8, 33,8, 39,2, 117.2,
117.9, 119,3, 121,8, 123,2, 123,8, 128,0, 128,2, 131,2, 133,7. 187.7, 158,1, 1655,
167.9, 174,5 ppm

EM m/z (%): 388 (M*, 1), 379 (3), 351 (2), 278 (5), 251 (6), 239 (84),197 (9), 137
(11), 118 (100), 100 (17), 92 (51), 77 (8), 85 (37), 41 (20)
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Andilisis slemental de CyHxpN2Os

Calculado: % C=06,32; % H=8,58 % N=7,03
5 Encontrado: % C = 66,03; % H=647; % N=7,06

Elemplo 7.

Acido 6-{2-(2-hidroxibenzollamino)benzollamino]hexanocico. (compuesto 7).

10

Sas U

(compuesto 7)

15 A una suspensibn de 030 g (1,20 mmoles) del é&ckdo 6-(2-
aminobenzollamino)hexanoico en 5 ml de cloruro de metileno seco se le adiclonan
0,23 g (2,10 mmoles) de cloturo de trimetilsiilo y ee deja la reaccién a reflujo durante
5 horas. A continuaci6n, se Introduce el matraz en un bafio de hlelo y se le afiaden
0,15 g (1,53 mmoles) de trietllamina y una disolucién de 0,20 g (2,05 mmoles) del
20 cloruro de 2-acetiisalicliofio disuelio en 5 ml de clorniro de metiieno seco. La reaccidn
88 deja agitando durante 30 minutos en bafio de hielo y 24 horas & temperatura
ambilente. Se elimina el disolvents a presion reducida y al crudo de reaccion se le
afiade 10 ml NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con agitacién hasta la total
desaparicion del aceite. Seguidamente, se acidula con HCI concentrado, se filira el
25 sdlido formado y se lava varlas veces con agua y con éter. El producto de reaccién
se purifica por recristalizacién (EtOH/H20). Se obtlenen 0,24 g (62 %) de 6-[2-(2-

hidraxibenzoilamino)benzollamino]hexanolco como sélido blanco.

™
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P.f.: 165-167°C

IR (ATR): v 3348, 2823, 2853, 1688, 1595, 1523, 1493, 1414, 1360, 1272, 908, 815,
750 em™

'H-RMN (400 MHz, DMSO);31,31 (m, 2 H, -CH-CHz-CHz), 1,51 (m, 4 H, -CHx-CHz-
CHzCHz-CHz-), 2,17 (t, 2 H, J = 7.4 Hz, <CHxCO-), 3,24 (m, 2 H, -CH2-NH-), 6,96
(m, 2 H, arométicos), 7,18 (m, 1 H, aroméatico), 7.41 (m, 1 H, aromético), 7,50 (m, 1
H, aromético), 7,68 (m, 1 H, aromético), 7,84 (m, 1 H, aromético), 8,46 (m, 1 H,
aromético), 8,69 (Senaho, 1 H, -NH-CHz-), 11,81 (8, 1 H, -OH), 11,93 (s, 1 H, -<COOH),
12,18 (s, 1 H, -NH-Ph) ppm

C RMN (200 MHz, DMSO):5 24,2, 26,0, 28,5, 33,8, 39,1, 117.2, 118,0, 119,3,
121,8, 123,2, 123,7, 128,0, 129,3, 131,2, 133,7, 137,7, 158,0, 185,4, 167.9, 1744,
ppm

EM m/z (%): 352 (M*-18, 3), 351 (4), 265 (3), 251 (9), 239 (56), 211 (6), 132 (7), 119
(100), 102 (5), 92 (62), 77 (15), 85 (52), 41 (26)

Andlisis elemental de CaoHzNyOs

Calculado: % C=6485,%H=5908,%N=756
Encontrado: % C=64,57, % H=593; % N=7,57

Elempio 8,
Acido 4{2-{2-nitrobenzoliamino)benzollamino]butanoico. (compuesto 8).

e

(compuesto 8)
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A una suspensibn de 380 g (17,50 mmoles) del 4cido 4-(2-
aminobenzollamino)butanolco en 40 ml de acetato de etllo seco se le adicionan 3,26
g (17,56 mmoles) de cloruro de 2-niirobenzollo disuelto en 5 mi de acetato de etllo
seco y 1,76 g de trietiamina. La mezcla de reaccitn se dela agitando durante 24
horas a temperatura amblents. Se elimina el disolvents a presién reducida y al crudo
de reaccién se le afiade 30 mi de NaOH 10 % y la mezcia se mantiens con agltacién
hasta la total desaparicidn del sélido. Seguidamente, se acidula con HClcc y se
exirae el producto con acetato de stilo. Se elimina e! disolvente a presitn reducida y
el crudo de reaccidn se reorganiza con éter saco obtenléndose un sélido blanco. El
producto de reaccién se purifica por recristalizacion (EtOHAH;0). Se obtlenen 3,34 g
(51%) del éacido 4-[2-{2-nitrobenzollamino)banzollaminobutancico como sdlido
blanco.

P.f: 142-144 °C

IR (ATR): v 3348, 2023, 2853, 1688, 1595, 1523, 1493, 1414, 1360, 1272, 903, 815,
759 em*

*H-RMN (400 MHz, DMSO):51,73 (m, 2 H, -CHzCHg-CHz), 2,26 {t, 2H, J= 7,0 Hz, -
CH2CO-), 3,24 (m, 2 H, -CH-NH-), 7,24 (m, 1 H, aromético), 7,56 (m, 1 H,
eromético), 7,80 (m, 4 H, arométicos), 8,10 (m, 1 H, aromético), 8,38 (m, 1 H,
aromético), 8,82 (Suncho, 1 H, NH-CHz), 12,02 (8, 1 H, -COOH), 12,08 (s, 1 H, -NH-
Ph) ppm

3¢ RMN (200 MHz, DMSO):8 24,1, 31,0, 38,8, 120,8, 121,68, 123,8, 124,8, 128.2,
128,3, 131,5, 131,88, 132,02, 134,1, 138,3, 147,1, 163,3, 168,1, 174,1 ppm

EM miz (%): 371 (M*, 4), 353 (6), 268 (26), 236 (49), 208 (38), 150 (54), 134 (100),
120 (55), 119 (55), 104 (39), B0 (47), 78 (57), 44 (58)

Anélisis elemental de C4aHyN:Os

Calculado: % C=5822;% H=461;%N=11,32
Encontrado: % C=358,15; % H=4,55; % N=11.35
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Elemplo 8.
Acido 3{2-{2-hidroxibenzollamino)benzollamino}propanocico. {compuesto 9).

e

{compuesto 8)

A una suspensibn de 05 g (240 mmoles} del écldo 3-(2-
aminobenzollamino)propancico en 10 mL de cloruro de metileno seco se le
adicionan 0,45 g (4,20 mmoles) de cloruro de timetilsilllo y se deja [a reaccién a
reflujo y bajo argén durante 2 horas. A continuaclon, se introduce el matraz en un
baflo de hielo y se le afladen 0,31 g (3,07 mmoles) de trietilamina y una disolucién
de 0,40 g (2,05 mmoles) de! cloruro de 2-acetiisalicicollo disueito en 5 mi de cloruro
de metlleno seco. La reaccién se deja agitando durante 30 minutos en bafio de hielo
y 24 horas a temperatura amblente. Se alimina el disoivents a presién reducida y al
crudo de reaccidn se le afiade 30 ml NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con
agitacién hasta la total desaparicién del aceite. Seguldaments, se acldula con HCI
concsnirado, se filira el adlido formado y se lava varlas veces con agua y éter. El
producto de reaccién se purifica por recristalizacién (EtOH / HzO). Se obtienen 0,37
g (58 %) de 3-{2-{2-hidraxibenzollamino)benzoilamino]propanoico como sdliido
blanco.

P.f.: 200-202 °C

IR (ATR): v 3331, 3051, 2657, 1718, 1649, 1626, 1593, 1523, 12680, 1225, 804, 853,
749 cm™!

"H-RMN (400 MHz, DMSO): 5 2,52 (t, 2 H, J = 74 Hz, -CHzCO-), 346 (m, 2 H, -
CHy-NH-), 8,87 {m, 2 H, aromdticos), 7,18 (m, 1 H, aromético), 741 (m, 1 H,
aromético), 7,51 (m, 1 H, aromético), 7,65 (m, 1 H, aromético), 7,85 (m, 1 H,
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aromético), 8,45 (m, 1 H, aromético), 8,78 (Bax» 1 H, NH-CHZ), 11,61 {8, 1H, -OH),
12,15 (3, 1 H, -COOH), 12,25 (s, 1 H, NH-Ph), ppm

3¢ RMN (200 MHz, DMSO):5 35,4, 35.5, 1172, 118,02, 118,3, 121,7, 123,1, 123.2,
128,0, 1204, 131,4, 131,7, 137,8, 157,68, 165,3, 168,1, 172,7 ppm

EM m/z (%): 328 (M*, 8), 283 (3), 250 (5), 239 (100), 208 (20}, 119 (65), 92 (50), 65
(60), 44 (42)

Andlisls elemental de Cy7H.gN20s

Calculado: % C=62,19;% H=4,981; % N=86,53
Encontrado: % C=6182, % H=472,%N=8,30

Elemplo 10,
Acldo 22<{2-hidroxibenzoilamino)benzollamino]etanoico. (compuesto 10).

Sh .

(compuesto 10)

A una suspensiohn de 4,74 g (2444 mmoles) del d4cikdo 2<{2-
aminobenzollamino)etanoico en 40 mi de cloruro de metileno seco se le adiclonan
5,05 g (4,28 mmoles) de clorurc de trimetilsiilio y se deja la reaccitn a refiujo durante
5 horas. A continuacion, se introduce el matraz en un bafio de hislo y se I afiaden
3,16 g (31,32 mmoles) de trietilamina y una disolucién de 4,13 g (20,88 mmoles) del
cloruro de acetlisalicicolio disuelto en 10 mi de cloruro de metileno seco. La reaccitn
8e deja agitando durante 30 minutos en bafio de hielo y 24 horas a temperatura
amblents. Se elimina el disolvente a presién reducida y al crudo de reacclén se le

7
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afiade 40 ml NaOH 10 % y Ila mezcla se mantiene con agitacién hasta ia total
desaparicién del acelte. Seguldaments, se acidula con HCI concentrado, se filtra el
sdlido formado y se lava varlas veces con agua Y con éter. El producto de reaccitn
se purifica por recristailzacién (EtOH / H;0). Se obtienen 3,54 g (54 %) de icldo 2-
[2<{2-hidraxibenzollamino) benzollamino]etancico como sélido blanco.

PA.: 222-224 °C
IR (ATR): v 3288, 2078, 1730, 1650, 1627, 1598, 15684, 15268, 1242, 900, 835, 752

cm

H-RMN (400 MHz, DMSO):53,95 (d, 2 H, J = 4,9 Hz, -CHx), 6,97 (m, 2 H,
arométicos), 7,21 (m, 1 H, aromatico), 7,41 (m, 1 H, aromético), 7,55 (m, 1 H,
aromatico), 7,80 (m, 2 H, aromético), 8,52 {(m, 2 H, aromatico), 9,07 (8snco, 1 H, -NH-
CHz), 11,58 (s, 1 H, -OH), 12,18 (8, 1 H, -COOH), 12,70 (s, 1 H, -NH-Ph) ppm
HC-RMN (200 MHz, DMSO):5 41,2, 117.2, 118,0, 118,3, 121,8, 122,3, 123,2, 1281,
128,3, 131,8, 133,7, 138,1, 157,98, 1654, 168 4, 171,0 ppm.

m/z (%): 278 (M™-36, 18), 239 (37) 234 (17), 195 (14), 107 (9), 118 (100), 82
(36), 77 (22) 65 (28), 50 (18)

Anélisis elemental de CaHzaN20;s

Calculado: % C=61,14,%H=449; % N=8.91
Encontrado: % C =80,90; % H=4,42; % N=8,98

Elsmplo 11.
Acido 4{2-(2-hidroxi-4-nitrobenzollamino)benzoliamino]butancico. (compuesto
11).
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(compussto 11)

A una suspensibn de 100 g (450 mmoles) del é&ckio 4-{2-
aminobenzoilaminojbutanoico en 20 mi de cloruro de metlleno seco se le adicionan
4,50 g (38,50 mmoles) de cloruro de frimetiisllilo y se deja la reaccién a reflujo
durants 5 horas. A continuacion, se introduce el matraz en un bafio de hielo y a8 ie
afladen 0,58 g (5,70 mmoles) de trietlamina y una disolucién de 0,77 g (38,50
mmoles) del cloruro de 2-hidroxi-4-nitrobenzolio disuelto en 10 mi de cloruro de
mefileno seco. La reaccién se deja agltando durante 30 minutos en baflo de hilelo y
24 horas a temperatura amblente. Se elimina el disolvente a presidn reducida y al
crudo de reaccién se le afiade 30 mi NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con
egitacién hasta la total desaparicién del aceite. Seguidaments, se acidula con HCI
concentrado, se filtra el séfkdo formado y se lava varias veces con agua y con étar. El
producto de reaccién se purifica por recristaltzacién en etanol / Hz0. Se obtienen
0,50 g (34 %) del écldo 4{2-(2-hidroxi-4-nlirobenzollamino)venzoliamino]butanolco
como sdblido amarific.

P.f.: 208-211°C

IR {ATR): v, 3378, 2030, 1702, 1502, 1520, 1449, 1420, 1347, 1328, 1300, 1259,
1232, 1215, 1162, 813, 748, 737 cm™!

H-RMN (400 MHz, DMSO):81,75 (m, 2 H, -CHxCHz-CHp-), 228 (t, 1 H, J=7,3 Hz,
-CHy-CO-), 328 (m, 2 H, -CHeN-), 7,20 (m, 1 H, aromético), 7,62 (m, 1 H,
aromético), 7,66 (m, 1 H, aramético), 7,74 (m, 2 H, arométicos), 8,10 (m, 1 H,
aromético), 8,49 (m, 1 H, aromético), 8,71 (¢, J = 5,4 Hz, -NH-CHz), 12,12 (8, 2 H, -
OH, ~COOH), 12,30 (s, 1 H, -NH) ppm
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13C.RMN (200 MHz, DMSO): & 24,2, 31,1, 38,7, 1114, 113,68, 121,1, 123,5, 124,0,
1254, 128,1, 131,2 132,1, 1374, 149.9, 156,8, 1625, 167.8, 174,2 ppm

EM miz (%): 284 (M*-103, 55), 253 (4), 238 (16), 222 (1), 211 (2), 182 (8), 154 (9),
148 (13), 119 (80), 92 (47), 83 (48), 53 (21), 30 (100)

Andlisls elemental de CygH{7N2O7

Calculado: % C=55,81; % H=4,42; % N = 10,85
Encontrado: % C = 55,79; % H = 4,44; % N = 10,74

Elemplo 12.
Acldo 4-J2-{2-hidroxi-8-nitrobenzoliamino)benzollamino]butanolco. {compuesto

G

(compuesto 12)

A una suspensibn de 100 g (450 mmoles) del &cido 4-(2-
aminobenzollamino)butanolico en 20 mi de cloruro de metileno seco se ie adiclonan
4,50 g (38,50 mmoles) de cloruro de trimetiisiifio y se deja la reaccldn a reflujo
durante 5 horas. A continuacién, se introduce el matraz en un bafio de hislo y se le
afaden 0,58 g (5,70 mmoles) de fristllamina y una disolucién de 0,77 g (38,50
mmoles) del cloruro de 2-hidrox-5-nitrobenzollo disuelto en 10 mi de cloruro de
metileno eeco. La reaccién se deja agltando durante 30 minutos en bafio de hlelo y
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24 horas a temperatura ambients. Se ellmina el disolvente a presién reducida y al
crudo de reaccldn se le afiade 30 ml NaOH 10 % y la mezcla se mantisne con
agftacién hasta la total desaparicién del acelte. Seguldaments, se acidula con HCI
concentrado, se filtra el sélido formado y se lava varlas veces con agua y con éter. El
producto de reeccién se purifica por racristallzacién en Dioxano / H20. Se obtienen
0,89 g (67 %) del dcido 4-{2-{2-hidrox)-5-nltrobenzoilamino) benzoilamino]butanolco
como sdlido color crema.

P.1.:239-241°C
IR (ATR): ¥3315, 3078, 2628, 1605, 1651, 1631, 1584, 1373, 1334, 1218, 831, 756,
748 cm!

'H-RMN (400 MHz, DMS0);31,75 (m, 2 H, -CHx-CHz-CHz), 2,28 (t, 1 H, J = 6,8 Hz,
CHyCO-), 3,28 (m, 2 H, -CHzN-), 7,15 (m, 1 H, aromético), 7,18 (m, 1 H,
aromético), 7,53 (m, 1 H, aromaético), 7,85 (m, 1 H, aromdtico), 7,26 (m, 1 H,
aromatico), 8,45 (m, 1 H, aromatico), 8,70 (m, J = 5,4 Hz, -NH-CHz), 8,76 (m, 1 H,
aromdtico), 12,00 (s, 2 H, -OH, -COOH), 12,80 (s, 1 H, -NH) ppm
3C-RMN (200 MHz, DMSO): & 24,2, 31,1, 38,7, 117.9, 119,8, 122,2, 123,5, 124,3,
127.2,128,1, 128,5, 131,1, 137,3, 139,7, 162,0. 162,3, 1678, 174,2 ppm
EM m/z (%): 369 (M*-18, 1),352 (10), 335 (1), 311 (3), 206 (3), 284 (31), 253 (11),
237 (3), 209 (6), 166 (8), 137 (8), 119 (74), B2 (55), 63 (43), 42 (56), 41 (72), 30
(100)

Anélisls slemental de c-||H11N'°7

Calculado: % C=565,81; % H=4.42, % N=10,85
Encontrado: % C = 55,89; % H = 4,50; % N = 10,80

Elemplo 13,
Acido 442-{2-hidroxi-4-metoxibenzollamino)benzoliaminojbutanolco.
(compuesto 13).
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(compuesto 13)

A una suspensibn de 100 g (450 mmoles) del dcikdo 42-
aminobenzoilamino)butanocico en 20 ml de cloruro de metileno seco se le adicionan
4,50 g (38,50 mmoles) de cloruro de trimetiisifio y se deja la reaccién a reflujo
durants 5 horas. A continuacién, se Introduce el matraz an un bafio de hielo y se le
afiaden 0,58 g (5,70 mmoles) de irietilamina y una disoluclén de 0,71 g (38,5
mmoles) de! cloruro de 2-hkdroxd-4-metoxiberzoflo disuetto en 10 mi de cloruro de
metileno seco. La reaccién se deja agitando durante 30 minutos en bafio de hlelo y
24 horas a temperatura amblente. Se elimina ¢l disolvente a presién reducida y al
audo de reaccién se le aflade 30 ml NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con
agitacién hasta la total desaparicién del acelte. Seguldements, se acldula con HC!
concentrado, se filtra el sdlido formado y se lava varias veces con agua y con éter, El
producio de reaccién se purifica por recristalizacion en etanol / H;O. Se obtienen
0,54 g (38 %) del dcldo 4-{2-(2-hidraxi-4-metomdbenzollamine)benzollamino]butancico
como sdikdo blanco.

P. f.: 201-203 °C

IR (ATR): v 3306, 2939, 1711, 1643, 1622, 1582, 1524, 1508, 1438, 1383, 1244,
1208, 1178, 1144, 984, 830, 751, 671 cm™

H-RMN (400 MHz, DMSO):3 1,76 (m, 2 H, -CHz-CHz CHz), 229 (t, 1 H, J= 7.3 Hz,
-CHzC0-), 3,28 (m, 2 H, <CHzN-),3.78 (s, 3 H, -CHs ), 6,48 (m, 1 H, aromético), 6,58
(m, 1 H, aromatico), 7.17 (m, 1 H, aromético), 7,50 (m, 1 H, aromético), 7,71 (m, 1 H,
aromético), 7,76 (m, 1 H, aromético), 8,45 (m, 1 H, aromético), 8,77 (. J = 54 Hz, -
NH-CHz"), 12,05 (s, 2 H, -OH, -NH), 12,22 (s, 1 H, -COOH) ppm
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13C.RMN (200 MHz, DMSO): § 24.2, 31,1, 38,7, 554, 101,3, 106,7, 109,8, 121,5,
1228, 122,9, 128,1, 1299, 131,5, 138,1, 160,89, 163,8, 166,0, 168,2, 174,2 ppm

EM miz (%): 372 (M", 8), 353 (2), 269 (84), 228 (16), 222 (17), 162 (4), 151 (100),
120 (58), 119 (59), 92 (47), 65 (24), 52 (12), 30 (53)

Andlisls elemental de CqgHaN20s

Calculado: % C=61,28;%H=541; % N=752
Encontrado: % C =60,80; % H=25,37; % N=7,40

Elemplo 14,
Acldo 4{2-{2-hldroxi-5-metoxibenzollamino)benzollamino]butanocico.

(compuesto 14).
H
&L Eu/\/\m"
OCH,

(compuesto 14)

A una suspensién de 100 g (450 mmoles) del A4cido 4+2-
amincbenzollamino)butanoico en 20 ml de dloruro de metlleno seco se le adicionan
4,50 g (38,50 mmoles) de cloruro de trimetilsiilio y se deja la reaccién a reflujo
durants 5 horas. A continuacidn, se introduce el matraz en un baflo de hlelo y se le
afiaden 0,58 g (5.70 mmoles) de trietilamina y una disolucién de 0,71 g (38,5
mimoles) del cloruro de 2-hidroxi-5-metoxibenzollo disuelto en 10 mL de cloruro de
metileno seco. La reaccién se deja agitando durante 30 minutos en bafio de hielo y
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24 horas a temperatura amblents. Se elimina el disolvenie a presién reducida y al
crudo de reaccién se le afiade 30 mL NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con
agitacién hasta la total desaparicidn del acelte. Seguidamente, se acidula con HCI
concentrado, se filtra el sélido formado y se lava varias veces con agua y con éter. El
producto de reaccldn se purifica por recristalizacién en etanol / H;O. Se obtienen
0,791g (56%) del Acido 4{2-(2-hidroxd-5-metoxibenzollamino)benzollaminclbutencico
como sélido color crema. '

P.f.: 101-183°C

IR (ATR): v 3330, 2877, 1702, 1583, 1523, 1494, 1473, 1449, 1419, 1356, 1328,
13086, 1268, 1205, 1188,1174, 1047, 931, 792, 746, 687 om™

TH-RMN (400 MHz, DMSO):5 1,78 (m, 2 H, -CHz-CHz-CH>), 228 (t, 1H, J=T,3 Hz,
-CHzCO-), 3,27 {m, 2 H, -CHz-N-),3,73 (s, 3 H, -CHs ), 6,91 (m, 1 H, aromético), 7,04
(m, 1 H, aromético), 7.18 (m, 1 H, aromético), 7,38 (m, 1 H, aromético), 7,50 (m, 1 H,
aromético), 7,76 (m, 1 H, aromético), 8,48 (m, 1 H, aromético), 8,70 {t, J = 5,4 Hz, -
NH-CHz), 11,10 (s, 1 H, -OH), 12,03 (8, 1 H, -NH), 12,00 (8. 1 H, <COOH) ppm
3C-RMN (200 MHz, DMSO): § 24,2, 31,1, 38,7, 554, 112.8, 118,1, 118,3, 1205,
121,7, 1231, 123,8, 128,0, 131,2, 137,7, 151,8, 151,9, 164,8, 168,0, 174,2 ppm

EM miz (%): 372 (M", 5), 353 (3), 260 (100), 254 (88), 188 (11), 150 (20), 120 (55),
119 (45), 82 (50), 79 (33), 65 (29), 52 (21), 30 (51)

Anilisis elemental de CigH2oNz0,

Calculado: % C=61,28;%H=541;% N=7,52
Encontrado: % C=81,21; % H=5,40; % N =747

Elemplo 15,
Acido 4{2-(4-nitrobenzollamino)benzollaminc]butanolco. (compuesto 15).
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(compuesto 15)

A una suspensitn de 214 g (9,83 mmoles) del 4cido 4-(2-
aminobenzollamino)butancico en 40 mi de cloruro de metlleno seco se le adiclonan
1,83 g (16,87 mmoles) de cloruro de trimetilsilllo y se deja la reacclén a refiujo
durante 5 horas. A continuacién, se infroduce el matraz en un bafio de hielo y ss le
afiaden 1,24 g (12,33 mmoles) de trietilamina y una suspensién de 1,53 g (8,22
mmoles) del cloruro de 4-nitrobenzollo en 10 mi de acetato de elilo seco. La reaccién
se deja agitando durante 30 minutos en bafio de hielo y 24 horas a tamperatura
amblente. Se elimina el disolvente a presidn reducida y al crudo de reaccién se le
aflade 30 ml NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con agitacién hasta la total
desaparicion del acelte. Seguldaments, se acidula con HC| concentrado, se filira el
s6ildo formado y se lava varias veces con agua y con &ter. El producto de reaccitn
se purifica por recristalizacién en Dioxano / H;O. Se obtlenen 1,33 g (43 %) del dcido
4{2-{A-ntirohenznilamino) benzoliamino] butanoico como sblido calor crema.

P.f.: 208-208 °C

IR (ATR): v 3282, 3090, 1731, 1655, 1626, 1587, 1558, 1517, 1444, 1417, 1399,
1350, 1326, 1207, 1258, 1227, 1166, 854, 836, 766, 715 cm™

H-RMN (400 MHz, DMSO):81,77 (m, 2 H, -CHz-CHzCHz), 228 (t, 1 H, J=7,3 Hz,
CHzCO-), 3,31 (m, 2 H, -CH-N-), 7.24 (m, 1 H, aroméatico), 7.68 (m, 1 H,
aromético), 7.85 (m, 1 H, aromético), 8,14 (d, 2 H, J = 8.7 Hz, aromético), 842 (d, 2
H, J = 8,7 Hz, , aromético), 8,58 (m, 1 H, aromético), 8,46 (m, 1 H, aromético), 8,91
(t. J =54 Hz, NH-CHz), 12,08 (s, 1 H, -NH), 12,72 (s, 1 H, -COOH) ppm
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C.RMN (200 MHz, DMSO): 8 24,1, 31,0, 38,9, 120,5, 1208, 1234, 124,1, 128,2,
1285, 132,2, 1388, 140,1, 140.4, 162.7,168,5, 174.2 ppm

EM m/z (%): 371 (M", 5), 353 (3), 334 (1), 260 (22), 268 (20), 253 (6), 238 (58), 224
(8), 150 (23), 148 (23), 120 (50), 119 (100), 104 (38), 82 (69), 76 (48), 64 (29), 50
(27), 30 (50) '

Andlisis slemental de CaMHyN;Og

Calculado: % C=5822:%H=461;% N=1132
Encontrado: % C=58,15; % H=4,85; % N=11,10

Elemplo 16.
Acido 442-{4-mstoxibenxzollamino)benzollamino]butanolco. (compussto 16).

0
O
H u’\/\ooon

(compuesto 16)

A una suspensibn de 214 g (963 mmoles) del écido 4-(2-
aminobenzollamino)butanolco en 20 mi de cloruro de metileno seco se le adicionan
8,80 g (82,39 mmoles) de cloruro de trimetfisiiio y se deja la reaccién a refiujo
durants 5 horas. A continuacién, se infroduce el matraz en un bafio de hielo y se le
afiaden 1,25 g (12,36 mmoles) de frietlamina y una disolucidn de 1,40 g (8.24
mmoles) del cloruro de 4-metoxibenzollo disueltos 10 mi de cloruro de metleno
seco. La reaccién se deja agitando durante 30 minutos en bafio de hialo y 24 horas a
temperatura emblente. Se elimina el disolvente a presién reducida y al crudo de
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reaccién se le afiade 30 ml NaOH 10 % y la mezcia se mantiene con agftacién hasta
la toial desaparicién del acelte. Seguidaments, se acidula con HCI concentrado, se
fiitra el adildo formado y se lava varias veces con agua y con éter. El producto de
reaccién se purifica por recristalizacién en EfOH / H;O. Se obtienen 2,32 g (79 %)
del dcido 4{2-(4-meioxibenzollaminc) benzollaminolbutanoico como séildo color
crema.

P.f.:172-174°C

IR (ATR): ¥ 3320, 2060, 2837, 1720, 1630, 1582, 1532, 1509, 1448, 1301, 1254,
1167, 10986, 1025, 841, 748 cm™

TH-RMN (400 MHz, DMSO):§ 1,79 {m, 2 H, CHo-CHa-CHr), 2,31 (, 1 H, J = 7,4 Hz,
CHCO-), 3,33 (m, 2 H, -CHz-N-), 383 (s, 3H, CHs), 711 (d, 2 H, J =88 Hz
aromaticos), 7,18 (m, 1 H, aromético), 7.53 (m, 1 H, aromatico), 7,82 (m, 1 H,
aromético), 7,89 (d, 2 H, J = 8,8 Hz, , arométicos), 8,85 (m, 1 H, aromético), 8,87 (t, J
= 5,4 Hz, -NH-CHz-), 12,08 (8, 1 H, -NH), 12,49 (s, 1 H, -COOH) ppm

BC-RMN (100 MHz, DMSO): 8 24,2, 31,1, 38,7, 55,5, 114,2, 120,0, 120,1, 1224,
126,7, 128,2, 128,8, 132,1, 138,7, 162,2, 163,9, 168,7, 174,2 ppm

EM m/z (%): 356 (M", 4), 338 (9), 319 (3), 253 (18), 252 (18), 238 (5), 209 (5), 135
(100), 118 (35), 107 (7), 92 (22), 74 (28), 64 (11), 50 (7), 41 (10)

Andlisis elemeantal de C4gHmN2Os

Calculado: % C=84,04; % H=566;% N=7.88
Encontrado: % C=63,97:% H=563, % N=7,79

Elemplo 17.
Acido 44{2-(4-clorobenzollamino)benzollamino]butanoico. (compuesto 17).
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(compuesto 17)

A una suspensioSn de 200 g (6,01 mmoles) del 4acido 4-{2-
aminobenzoflamino)butanoico en 20 mi de cloruro de metilenc seco se le adiclonan
8,36 g (77,00 mmoles) de cloruro de trimetiisiiio y se deja la reaccién a reflujo
durante 5 horas. A continuacién, se intfroduce el matraz en un bafio de hlglo y se le
afiaden 1,17 g (11,55 mmoles) de tristiamina y una disolucién de 1,35 g (7,70
mmoiles) del cloruro de 4-metoxibenzofio disuelios 10 ml de cloruro de metileno
seco. La reaccién se deja agitando durante 30 minutos en bafio de hialo y 24 horas a
temperatura amblente. Se elimina el disolvente a presién reducida y al crudo de
reaccién se le afiade 30 ml NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con agitacion hasta
la total desaparicidn del acelte. Seguidamentse, se acldula con HCl concentrado, se
filtra el sdlido formado y ee lava varias veces con agua y con éter. El producto de
reaccion se purifica por recristalizacion en etanol / H2O. Se obtlenen 1,78 g (85 %)

del 4ddo 4-{2-{4-clorobenztilamino) berzoilaminojoutanolco como sélido color
crema.

P.f.: 182-184 °C

IR (ATR): v 3068, 2839, 1602, 1672, 1628, 1502, 1525, 1461, 1444, 1332, 1310,
1284, 1258, 1222, 1160, 1110, 1088, 1011, 902, 845, 756, 745 cm”

H-RMN (400 MHz, DMSO):5 1,79 (m, 2 H, -CHzCHz-CHz), 2,31 (t, 1 H, J = 7.4 Hz,
CHzCO-), 332 (m, 2 H, -CHzN-), 7.18 (m, 1 H, aromético), 7.5¢ (m, 1 H,
aromético), 7,64 (d, 2 H, J = 8,5 Hz, arométicoa), 7,83 (m, 1 H, aromético), 7,92 {d, 2
H, J = 8,5 Hz, aromdticos), 8,61 {m, 1 H, aromético), 8,89 (t, J = 5,4 Hz, NH-CHz),
12,07 (8, 1 H, -NH), 12,61 (8, 1 H, -COOH) ppm

2
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3CRMN (200 MHz, DMSO): 5 24,2, 81,1, 38,7, 55,5, 114,2, 120,3, 1204, 122,9,
128,2, 128,8, 129,0, 132,2, 133,3 138,9, 139,3, 163,3, 168,8, 174,2 ppm

EM m/z (%): 380 (M*, 11), 342 (4), 323 (1), 258 (30), 238 (15), 213 (6), 187 (8), 162
(8), 141 (33), 139 (100), 119 (38), 111 (56), B2 (25), 75 (20), B5 (11), 41 (11)

Andlisis elemental de CygHy7CIN2O,

Calculado: % C=58,92; % H=4,75; % N=7,76
Encontrado: % C=50,71; % H=4,77; % N=7,72

Elemplo 18.
Acido 42-{4-cloro-2-hidroxibenzollamino)benzollamino]butanoico.

(compuesto 18).

(compuesto 18)

A una suspension de 200 g (9,00 mmoles) del dcido 4-(2-
aminobenzollamino)butanoico en 40 mi de cloruro de metileno seco se le adicionan
8,38 g (77,00 mmoles) de cloruro de trimetilsillio y se deja la reaccién a reflujo y
durante 5 horas. A continuacién, se Introduce el matraz en un bafio de hielo y se le
afiaden 1,17 g (11,50 mmoles) de frietilamina y una disolucién de 145 g (7.70
mmoles) del cloruro de 4-cloro-2-hidraxibenzallo disuelio en 5 ml de cloruro de
matlleno seco. La reacci6n se deja agitando durante 30 minutos en bafio de hlelo y
24 horas a temperatura amblents. Se elimina el disolvente a presién reducida y al
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crudo de reacclén se le afiade 30 ml NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con
agitacién hasta la total desaparicién del acelie. Seguidamente, se acidula con HCI
concentrado, ee filtra el sdlido formado y se lava varlas veces con agua y éter. El
producto de reaccién se purifica por recristalizacién (EtOH / H;0). Se obtienen 1,35
g (47 %) de écido 4-{2-(4-cloro-2-hidroxtbenzollaminojbenzoilaminc}butanolco como
sdildo blanco.

P.f.: 205-206 °C

IR (ATR): v 3319, 3067, 2038, 1688, 1583, 1525, 1404, 1447, 1408, 1350, 1330,
1302, 1261, 1214, 918, 796, 756 cm™

H-RMIN (400 MHz, DMSO):§ 1,75 (m, 2 H, -CH-CHx-CH>), 2,28 (t, 2H, /=73 Hz,
-CH-CO-), 328 (m, 2 H, -CHzN-), 701 (m, 2 H, aromético), 7,18 (m, 1 H,
aromatico), 7,50 (m, 1 H, aromético), 7,65 (m, 1 H, aromatico), 7,87 (m, 1 H,
aromdtico), 848 (m, 1 H, aromético), 8,69 (t, 1 H, J = 5,12Hz, -NH-CHz), 12,07
(8anchor 3 H, -OH, <COOH, -NH-Ph) ppm

C RMN (200 MHz, DMSO):5 24,3, 31,1, 38,6, 116,8, 117.8, 119,3, 121,9, 123.2,
123,9, 128,0, 131,1, 131,7, 137,3, 137.8, 158,4 163,9, 167,9, 174,2 ppm.

EM m/z (%): 378 (M, 2), 273 (85), 238 (17), 222 (7), 155 (25), 148 (5), 120 (38), 118
(100), 98 (13), 82 (43), 63 (27), 30 (45)

Andllisis elemental de C1sH7CIN2O,

Calculado: % C=57,98; % H=4,69; % N=T7,43
Encontrado: % C=57,18; % H=4,57; % N=741

Elemplo 19,
Acido 4{2-{5-cloro-2-hidroxibenzollamino)benzollamino]butanoico.
(compuesto 19).
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(compuesto 18)

A una weuspension de 230 g (104 mmoles) del 4cido 4-(2-
amincbenzollamine)butanolco en 40 mi de cloruro de metileno seco se le adicionan
9,56 g (88,50 mmoles) de cloruro de trimetlisililo y se deja la reaccidn a reflujo y
durante 5 horas. A continuacién, se Infroduce el matraz en un bafio de hielo y se le
afiaden 1,34 g (13,30 mmoles) de tristilamina y una disolucién de 1,67 g (8,85
mmoles) del cloruro de 5-cloro-2-hidroxdbenzofo disuelto en 5 ml de cloruro de
metileno seco. La reacclén se deja agitando durante 30 minutoe en bafio de hielo y
24 horas a temperatura ambients. Se elimina el disolvente a presién reducida y al
crudo de reaccidn se le aflade 30 ml NaOH 10 % y la mezcla ee mantiens con
agitacién hasta la total desaparicién del acelte. Seguldaments, se acldula con HCI
concentrado, se filtra el sélido formado y se lava varias veces con agua y con étar. El
producio de reaccién se purifica por recristallzacion (EtOH / H20). Se obtienen 0,85
g (29 %) de dcido 4-{2-(5-cloro-2-hidraxibenzollamino)benzollamino]butanoico como
sdlido blanco,

Pf:222-223°C
IR (ATR): v 3315, 2058, 1683, 1657, 1594, 1524, 1479, 1447, 1380, 1325, 1303,
1272, 1213, 914, 812, 748 cm™!

'H-RMIN (400 MHz, DMSO):§ 1,75 (m, 2 H, CHz-CHz-CHz), 2,28 (t, 2H, J =7.3 Hz,
CHCO-), 3,26 (m, 2 H, -CHN-), 7.01 (m, 2 H, arométicos), 7,18 (m, 1 H,
aromético), 7,50 (m, 1 H, aromético), 7.50 (m, 1 H, aromético), 7,63 (m, 1 H,
aromitico), 7,83 (m, 1 H, aromdtico), 8,43 (m, 1 H, aromético), 8,67 (t, 1 H, J = 5,5

Ly
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Hz, NH-CHz), 11,88 (8uxte, 3 H, -OH, -COOH, -NH-Ph) ppm

3C RMN (200 MHz, DMSO): § 24,2, 31,1, 38,8, 18,8, 120,5, 122,3, 122,8, 123,3,
124,3, 128,0, 1284, 131,6, 132,9, 137 4, 1558, 163,1, 167,8, 174,2 ppm.

EM m/z (%): 378 (M*, 3), 273 (100), 238 (22), 165 (18), 120 (40), 119 (B0), 90 (13),
92 (48), 63 (26), 30 (35)

Andlisls elemental da CysH¢7CINzO;

Calculado: % C=57,38;% H=4,50; % N=743
Encontrado: % C=57,27; % H=4,58; % N=741

Elemplo 20,
Acldo 4{2-(2-clorobenzollamino)benzollamino]butancico. (compussto 20).

H/\/\GOOH

(compuesto 20)

A una suspension de 200 g (801 mmoles) del 4acdo 4-(2-
aminobenzollamino)butanoico en 20 mL de cloruro de metlleno saco se le adiclonan
8,38 g (77,00 mmoles) de cloruro de frimetilsiillo y se deja la reaccién a reflujo y
durants 5 horas. A continuacién, se Introduce el matraz en un bafio de hielo y se le
afiaden 1,17 g (11,55 mmoles) de etlllamina y una disolucién de 1,35 g (7,70
mmoles) del cloruro de 2-clorobenzollo disuelto en 5 mL de doruro de metileno seco.
La reaccién se dela agitando durants 30 minutos en bafic de hielo ¥ 24 horas a
temperatura amblente. Se elimina e} disolvente a presién reducida y el crudo de
reaccidn se le afiade 30 mL NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con agitacién



10

15

WO 2003012230 PCT/ES2004/000346
35

hasta la tolal desaparicibn del aceite. Seguldamente, se acidula con HCI
concentrado y se exirae varlas veces con acetato de etflo. La fase orgénica se saeca
con MgSO, anhidro y se elimina a presién reducida. El crudo de reaccifn se lava
varias veces con éter y finalmente, se purifica por recristallzaclén (EtOH/HZ0). Se
obtlenen 1,27 g (36 %) de écido 4-[2-(2-clorobenzoliamino)benzollamino]butanoico
como sélido marmén.

P.f: 110-112°C

IR (ATR): v 3308, 1730, 1859, 1627, 1508, 1560, 1513, 1445, 1433, 1310, 1287,
1255, 1168 cm™

TH-RMN (400 MHz, DMSO):5 1,73 (m, 2 H, <CHz-CHpCHz), 2,26 (. 2 H, J= 7,0 Hz,
-CHxCO-), 3,24 (m, 2 H, -CHz-N-), 7,2t (m, 1 H, aromético), 7,51 (m, 4 H,
aromndticos), 7,85 (m, 1 H, aromético), 7,78 (m, 1 H, aromético), 8,53 (m, 1 H,
aromético), 8,62 (Saaw. 1 H, -NH-CHz-), 11,89 (8, 1 H, -COOH), 12,05 (s, 1H, -NH)
ppm

3¢ RMIN (100 MHz, DMSO): 8 24,1, 31,1, 38,6, 1204, 121,1, 123,3, 127.8, 128.2,
128,98, 129,8, 130,2, 131,7, 132,0, 136,3, 138,5, 164,3, 168,2, 174,1 ppm.

EM m/z (%): 360 (M*, 1), 342 (7), 289 (8), 269 (8), 257 (50), 213 (57), 178 (16),139
(97) 120 (22), 119 (100), 111 (60), 85 (87), 75 (81), 63 (32), 50 (63), 30 (786)

Andlisls elemental de CysH17CIN2O,

Calculado: % C=58982%H=475:N=7,76
Encontrado: % C=59,95; % H=4,77; % N=7,68

Eismpio 21.
Acldo 4-]2-(2-bromobenzollamino)benzollamino]butanolco. (compuesto 21).

31



W

10

15

WO 2003012230 PCT/ES2004000346

S

(compuesto 21)

A una suspensibn de 200 g (9,01 mmoles) del 4cdo 4-(2-
aminobenzollamino)butanoico en 20 mL de cloruro de metileno seco se le adicionan
8,38 g (77,00 mmoles) de cloruro de frimetiisillioc y se deja la reaccién a reflujo y
duranta 5§ horas. A continuacion, se Introduce el matraz en un bafio de hielo y se le
afladen 1,17 g (11,55 mmoles) de tristilamina y una disolucién de 1,68 g (7,70
mmoles) del cloruro de 2-bromobenzofio disuelio en 5 mL de cloruro de metilenc
seco. La reaccidn se deja agitando durants 30 minutos en bafio de hieloy 24 horasa
temperatura amblents. Se elimina el disolvents a2 presidn reducida y al crudo de
reaccion se le afiade 30 ml. NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con agitacién
hasta la total desaparicién del acelte. Seguidaments, se acidula con HCI
concentrado, se fillra el sdlido formado y se lava varias veces con agua y con éter.
Finaimente, se purifica por recriatalizacién (EtOH/H.0). Se obtienen 1,95 g (63 %) de
dcido 4-{2-(2-bromobenzollamino)benzollaminocjbutancico como sélido crema.

PL:117-118°C

IR (ATR): v 3280, 3176, 1731, 1654, 1628, 1598, 1557, 1510, 1444, 1428, 1312,
1288, 1251, 1166, 743, 684 cm™

TH-RMN (400 MHz, DMSO0):81,74 (m, 2 H, CHx-CHz-CHz), 2,26 (t. 2H, /=73 Hz, -
CHzCO-), 3,23 (m, 2 H, -CHz-N-), 7,21 (m, 1 H, aromético), 7,45 (m, 1 H, aromético),
7.53 (m, 2 H, arométicos), 7,81 (m, 1 H, aromético), 8,53 (m, 1 H, aromético), 8,81 {t,
1 H, J=85,28 Hz, NH-CHz), 11,84 (s, 1 H, -COOH), 12,03 (s, 1H, -NH) ppm

13C RMN (100 MHz, DMSO):S 24,1, 31,1, 38,6, 118,8, 120,4, 121,1, 123,3, 1281,
128,2, 128,7, 131,7, 132,0, 133,2, 138,5, 138,6, 185,2, 168,1, 174,2 ppm.
C1aH1Nz04"Br miz (%): 404 (M*, 1), 303 (32), 257 (20), 238 (20), 221 (22), 185
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(100), 178 (12),157 (31) 143 (26), 118 (80), B0 (31), 76 {41), 50 (39)
Andlisis slemental de C1gHiyBrN;O,

Calculado: % C =53,35; % H =4,23; N = 6,91
Encontrado: % C=53,32; % H=4,26; % N=6,88

Elemplo 22,
Acldo 4{2-(3-clorobenzollamino)bsnzollamino]butancico. (compuesto 22).

O

(compuesto 22)

A una suspensibh de 200 g (8,01 mmoles) del dcido 4-(2-
aminobenzollamino)hutanolco en 20 mL de cloruro de metlleno seco se le adicionan
8,36 g (77,00 mmoles) de clorura de trimetilsililo y ae deja la reaccién a refiujo y
durante 5 haras. A continuacién, se Introduce el matraz en un bafio de hielo y se le
afiaden 1,17 g (11,55 mmoles) de trietflamina y una disolucién de 1,35 g (7,70
mmoles) del cloruro de 3-clorobenzolio disuelto an 5 mL de doruro de metileno seco.
La reaccién se defa agIhndodumnmelnuhsepbaﬂode hislo y 24 horas a
temperatura ambiente. Se elimina el disclvents a presién reducida y al crudo de
reaccién se le afiade 30 mL NaOH 10 % y la mezcla se mantlene con agitacién
hasta la total desaparicién del aceite. Seguidamente, se acidula con HCI
concentrado y se extrae varias veces con acetato de etilo. La fase organica se seca
con MgSO, anhidro y se elimina a presién reduclda. El crudo de reaccidn se lava
varias veces con éter y finaimente, se purffica por recristallzacién (EtOHH;0). Se

el
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obtienen 0,83 g (30 %) de écldo 4-[2-(3-clorobenzollamino)baenzollamino]butanoico
como adlido crema.

P.i.: 165-188°C

IR (ATR): v 3307, 3159, 1741, 1721, 1660, 1626, 1588, 1523, 1447, 1410, 1326,
1308, 1256, 1180, 759 com™

H-RMN (400 MHz, DMSO):31,78 (m, 2 H, -CHxCH;-CHz-), 2,30 (t, 2H, J=7,0 Hz, -
CHz-CO-), 3,30 (m, 2 H, CHx-N-), 7,21 (m, 1 H, aromético), 7,56 (m, 1 H, aromético),
7,65 (m, 1 H, aromaético), 7,71 {m, 1 H, sromético), 7,84 (m, 2 H, arométicos), 7,91
(m, 1 H, aromético), 8,57 (m, 1 H, aromético), 8,88 (t, 1 H, J = 53 Hz, NH-CHy),
12,05 (8, 1 H, -COOH), 12,57 (s, 1H, -Ph-NH) ppm

3C RMN (100 MHz, DMSO)3 24,1, 31,1, 38,6, 1204, 121,1, 123,3, 127,68, 128,2,
1289, 129,8, 130,2, 131,7, 132,0, 138,3, 138,5, 164,3, 168,2, 174,1 ppm.

EM miz (%): 360 (M*, 8), 323 (5), 258 (38), 238 (41), 213 (18), 138 (100) 120 (64),
119 (85), 111 (98), 92 (65), 75 (40), 85 (32), 50 (28), 39 (30)

Andlisls elemantal de CysH7CIN2O4

Calculado: % C=5982; % H=4,75;N=7,76
Encontrado: % C=5887, % H=4,78, % N=7,78

.2 actividad de todos compuestos de los ejemplos anteriormente descritos ha sido
estudiada en animales conforme al sigulente modelo axperimental:

1. Objeto v lustificacién

Evaluar la absorcién del producto de ensayo, cuando se administra por via
intracoiénica en la rata en presencia o no de adyuvantes. La determinacion de la
concentracion plasmética se realiza valorando la capacidad de Inhibicién del factor
Xa. Se ullliza la rata porque es una de ias especies cominmente empleada en este
tipo de ensayo.

ac
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2. Descripcién del método de ensave

2.1. Sistema experimental

¢ Descripclén: Ratas Wistar macho, procedentes de un proveedor acreditado.
¢+ Peso 200-250 g

¢ Edad 9 a 11 semanas

22. Método de administracién

Una administracién dnica intracolénica.

2.3.

¢ Nivel de dosis. 30 mg/kg de producio de ensayo + 30 mg/kg de
adyuvanis

¢ Volumen de administracién 1 mi/kg

2A. Yeh[culo

Propilenglicol 25% (v/v) en agua bidestilada. Una vez disuelto el producto de ensayo
Junto al adyuvante sl procede, se ajustari el pH aproximadamente a 7,4 con NaOH.

3.5. Disofio experimental
Los animales estardn en ayunas aproxdmadamente 18 h con agua ad iiblium

Los animales se distribuirdn al azar en los diferentss grupos experimentaies,
quadando un animal en reserva por grupo:

ys
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El dia del ensayo los tratamlentos se administrardn por via intracolénica, previa
anestesla con ketamina. La administracién se llevaré a cabo mediante un catéter de

aproximadamente 8 cm, unido a una Jeringa de 1 ml. El catéter se Infroducirén en su -

totalidad en el colon & iravés del ano y se administrara lentamente deniro del color el
producto de ensayo.

Tras la administracién del producto de ensayo, en los lempos establecidos en la
tabla, se exiraerd una muestra de sangre citratada (3,8% en proporcién 1:9)
mediants puncién intracardiaca bajo anestesla con ketamina.

Centrifugacién de la sangre: 3000 ppm, 10 minutos, 4°C. Congelacién del plasma (-
20 + 5°C) hasta la determinacion de la actividad anti factor Xa.

Se Inclulrd un grupo control que no reclbird tratamiento alguno, Unicamente se
axiraend una muestra de sangre por animal en las mismas condiciones que el grupo
tratado, considerdndose data como el valor basal de actividad antl Xa.

La actividad anti Xa se valorani mediante método cromogénico (Kit valoracidn
actividad antl FXa).

3. Eyniyacién de los resuitedos

Para cade pardmetro se calculard la media, la desviacién esténdar (D.E.M.) y el
error estAndar de la media (E.E.M.) de cada grupo experimental. SI se considera
adecuado, se comparardn los valores obtenidos en ks diferentes grupos
experimentales mediante un andlisis estad(stico.
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REIVINDICACIONES

1)  Diamidas de aminodcidos en posicién no c de férmula (1)

ﬁ /O
\ IN
I P H /c\

NH—{(CH,);—COOH

n=2a8
(1)
10
en donde R, se selecclona del grupo formado por loe grupos funclonales alquil,
halégeno, NO;, OH, OCH3 solos o asociados y Ra se salecciona del grupo formado
por los grupos funclonales H, alquil, halégeno, NO2, OH, OCH;, dtiles como

adyuvantss para la administracién de agentes biologicos activos.
15

2) Compuestos segin la relvindicacién 1, caracterizados porque presentan la
siguients estructura:

20 U’C\m-r—(a-l,),,—cou-t

n=2aB
@
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3) Compuestos segln la relvindicacién 1, caracterizados porque presentan ia
siguients estructura:

n’?
oY

n=2a8

3)

10 4) Compuestos segln la relvindicaclén 1, caracterizados porque presentan Ia
sigulente estructura;

S

n=2a8
(4)

15

§) Composiciones famnacéuticas sagdn cuakuiera de las reivindicaciones 1 a 4
20 caracterizadas porque comprenden oligosacéridos de heparina y al menos un
compuesto de férmula (1).

G
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6)

7)

8)

9)

4

Composiclones farmacéuticas seg(n Ia reivindlcacion 5 caracterizadas porque
comprenden compuesios segin la formula (2) y ofigosacdridos de
glicosaminoglicanos.

Composiciones farmacéuticas segun la relvindicacidn 5 caracterizadas porque
comprendsn compuestos segin la férmula (3) y oligosacdridos de
gliccsaminoglicancs.

Composiciones farmacéuticas segun la relvindicacién 5 caracterizadas porque
comprenden compuestos segin la férmula (4) y ollgosacéridos de
glicosaminoglicanos.

Composiciones famacéuticas segin las reivindicaclones 5 y 6 caracterizadas
porque comprenden al menocs un compuesto de estructura

éfl"grﬁ;m

y Bamiparina.

10)

Composiclones farmacéuticas segtin las relvindicaclones 5 y 7 caracterizadas
porque comprenden al menos un compuesto de esfructura

R
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y Bemiparina.

11)

Composiclones farmacéuticas segiin las relvindicaciones & y 8 caracterizadas
porque comprenden al menos un cormnpuesto de estructura

e

y Bemiparina.

12)

13)

14)

Composiciones faqmacéuticas segln cualquiera de las relvindicaciones
anteriores, caracterizadas porque comprenden compuestos segin la fémula
(1) y al menos un agenta activo seleccionado del grupo formado por heparina,
dermatan sulfato, condroltin sulfato, heparan suifato y oligosacéridos
derivados.

Uso de un compuesto segin cualqulera de las relvindicaciones 1 a 4 para la
fabricacién de un medicamento antitrombdtico.

Uso de un compuesto segiin cualqulera de las reivindicaciones 1 a 4 para la
fabricacidn de un medicamento para el fratamiento de una enfermedad que se
selecclona del grupo formado por Inflamacién, céncer y alengla.
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Absorcidn intracolénica en rata (30+-30 mg/kg)
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Absorcién intracolénica en rata (30+30 mg/kg)
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- 2
AMINO ACID DIAMIDES IN NON g POSITION WHICH ARE USEFUL AS.
ADJUVANTS FOR ADMINISTRATION OF BIOLOGICAL ACTIVE AGENTS

FIELD OF THE INVENTION ¥
5 The present inventlon relates to new amino acid diamides in nop a posltlon
which are useful as adjuvants for administration of biological active ingredients. The
compounds under the invention facilitate the oral, intraduodenal, intracolonic and
pulmonary administration of heparin, low-molecular-weight heparins, very-low-
molecular-weight heparins, and other glycosaminoglycans and derivatives.
10

BACKGROUND OF THE INVENTION
Heparin is currently used in parenteral administration for the pravenhon and
treatment of deep venous thrombosis. Heparin and related derivatives are ineffaective
15 or are destroyed in the gastrointestinal tract by acld or enzymatic hydrolysis. In
addition, the size and ionic charge of the molecules could prevent absorption.
Various adjuvants (for example, non-lonic surfactants) have been used to
improve the oral absomption of heparin. Recently. modified amino acids. have -been
used to facilitate the administration of various biological agents, in particular heparin
20 (WO 98/34832, WO 01/51454, WO 97/36480).
These compounds ars essentially derived from 4—am|no-phenylbmyrlc acld:

RHN—Q—CH,—CH;—CHz-—COOH

f Structure A

and varlous amides such as:

30

X NH—(CHz),—COOH

.

Structure B

35 In particular, the following derivatives
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Structure C

Primarily those derivatives relative to n=2 and n=5 (WO 97/368480) are clalmed as
agents that facllitate the oral absorption of biological products. . ¥

DESCRIPTION OF THE INVENTION

In the framework of its research on the oral absorption of heparin, the applicant:has
discovered a new family of chemical products that facilitate and considerably
increase the oral absorption of heparin and its low-molacular-walght derfvatwes
particularly by colonic administration. : :

These products have the following structure ) . o

o N
! JR
I N \N/ /
l
H
|/ & & \NH——(cH,),,——com-l
3 |
where:n=2t0 8

wherein Ry is selected from amongst the group consisting of functional groups alkyl,
halogen, NO2, OH, OCHj elther alone or associated and Rz is selected from: the
group consisting of functlonal groups H, alkyl, halogen, NGOz, OH, OCHa,. - .

These products are new. The research conducted by the applicant has demonstrated
the originality of structure. In effect, the applicant has been able to show that.the
above mentioned products, structure C, n=3 (example 1) and n=5 (example; 2),
synthesised by the applicant have no effect on colonic absorption of a low-molecslar-
weight heparin (bemliparin) in the rat. Likewise, the pmducts that have tha structure
D, n=3 (example 3) 1
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f u\ /O H—(CH;),,——-COOH i

Structure D )

syntheslsed by the applicant have no effect on the colonlc absorptuon of -bemiparin
(see Table 1). by

10 Table 1:shows the anti-Xa activity/ml in plasma after intracolonic administration in.rat
of Bemiparin and of the association of Bemiparin along: with compounds from the

examples 1. 2 and 3, as shown therein; - ,,
Poct-a_gmlnlahaﬂon time (h)
Treatment |Admin. route 5:"9' " 0.6 2 .4
Bemiparin Intracolonic 330 0.103 j 0.222 0.345
Bemi. + ex. 1 | Intracolonic 30 + 30 0.299 0.196 0.147 -
Beml. + ex. 2 | Intracolonic 30 + 30 0.3867 . 0.183 0.111 :
Beml. + ex. 3 | Intracolonic | 30 + 30 0.520 . 0.316 @.240 "
.s (Table 1)

These results tend to show the importance of the hydrogen bond betwaan I:he O and
H atoms of the invention products. -

20
0 X

) 1 I I “1~Ra :
2 | NN N , :
: | '
3 / e H’%,/C\T _~(CHz);—COOH
. Ry .

H

Another characteristic of the invention relates to the importance of the nature and
position of the R, substituent as well as the chain length (n-value). :.

L

25
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5

The applicant has also discoverad that the derivatives-that have the: Cl or .NO;
substituents in position 3 are at least as active as the derivatives:that have an OH in
position 1. .

Among the Invention products, the preferred compounds are those that comrespond to
n=3 and to the OH (example 4), Cl (example 17), NO; (example 11) substituents..

The Invention products are usable in the form of an acid or in the form of a soluble
salt, biologically acceptable, or of a pharmaceutical composition contalning a heparin
or a heparin derivative (ester, amide, oligosaccharides, etc.) as well as an adjuvant
known for ks favourable action (polyethylene glycol alglnate chrtosan and
derlvauves. propylene glycol, carbopol, etc.). .

One of the preferred compositions consists of assoclatmg one of the products
described above with a low-molecular-weight heparin such as bemiparin for an oral
use in the prevention and treatment of venous and arterial thrombosls :

Another application of the invention products consists of assoclating them with any
non-anticoagulant derivative of heparin for an oral utllization In conditions such as
Inflammation, allergy and cancer. ' _

In general, the invention products enhance the oral absorption,: particularly by the
colonic route, of glycosaminoglycans and glycosaminoglycan oligosaccharides.

The properties of the invention products have been investigated.in an experimental
model described below that consists of measuring the intracolonic: absorption in the
rat of & low-molecular-weight heparin, bemiparin, with a:mean_ molecular mass of
around 3,500 daltons and an anti-Xa activity of around 100.units/mg. . .

The results obtained show, in particular for the products of examples 4 (see Figure
1), 11 and 17 (see Figure 2), a strong increase In the absorptlon of bemlpaﬂn
measured by the plasma antl-Xa activity. '

Figure 1 shows the intracolonic absorption in the rat:of bemiparin and of the
compounds of examples 4, 5 and 9, which are shown below.

Figure 2 shows the intracolonic absorption in the rat of the compounds of examples
10, 11 and 17, which are shown below. 2 .

Another advantage of the Invention products and of their interest as agents that
Increase the oral absorption of oligosaccharides derived from. heparin: has been
demonstrated by the study of the intracolonic absorption: of a -very-low-molecular-
weight heparin, RO-14, (2,500 daltons, 80 to 100. units ant-Xa/mg). The
pharmaceutical composition RO-14 + product of example 4 (see Figure 3) shows a
high, long-lasting anti-Xa activity.
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Figure 3 shows the intracolonic absorption In the rat of the assoclation of: the
phamaceutical composition RO-14 with the product of example 4.

A series of examples is provided below in order to clarify the invention, without
5 limiting the scope of the Invention. These examples describe the procedure for the

preparation of compounds 1 to 22 indicated below, as well -as their intracolonic

absorption-enhancing effect of the low-molecular-weight heparin;: Bemiparin. Dot

Example 1,
10 Hthdmxybonzoylamlno)bcnzoylamino]bulanolc acid. (compound 1).
0
/O)LN/\/\COOH
@)ku |
(compound 1)

15
To a solution of 4.41 g (18.68 mmol) of methyl 4-(4-aminobenzoylamino)butanoate
dissolved in 80 ml of ethyl acetate, very slowly add 2.49 g.(15.97 mmol) of 2-
hydroxybenzoyl chloride dissolved in 10 ml of ethyl acetate. Then add 1.81 g (15.97
mmol) of triethylamine and keep the reaction mixture at room temperature for 24

20 “hours. Eliminate the solvent at low pressure, add 40 m) of 10% NaOH to the crude
product and continue stirring the mixture until the solid has completely disappeared.
immediately acidlify with concentrated hydrochloric acld, filter the resuiting solii:and
wash ‘several times with water. Purify the reaction product: by recrystallization
(EtOH/H,0). This yields 1.48 g (27%) of 4-[4-(2-hydrnxybanzoy|ammo)benznylammo]

25 butanoic acld as a white solid.

M.P.: 211-213°C ' ' z -
IR (KBr): ¥3380, 2970, 2880, 1700, 1685, 1620, 1540, 1510 855 770 750 .885 om™?
'H NMR (DMSO, 400 MHz): § 1.75 (m, 2 H, -CHz), 2.27 (, 2 H, J = 7.2 Hz, -CH»-
30 CO-), 3.27 (m, 2 H, -CHz-N-), 6.87 (m, 2 H, aromatic), 7.43 (m,1 H, aromatic), 7.79
{d, 2 H, J = 8.5 Hz, aromatic), 7.85 (d, 2 H, J = 8.5 Hz, aromatic), 7.84 (m, 1 H,
aromatlc) 8.39 (t, 1 H, J=5.3 Hz, -NH-CHz), 10.51 (s, 1 H, -NH-Ph) ppm
3¢ NMR (DMSO, 100 MHz): 24.8, 31.6, 38.6, 117.2, 117.9, 119.1, 110.8, 127.9,
129.3, 1299, 133.7, 140.7, 158.0, 165.6, 166.4, 1742ppm
35 MS m/z (%): 342 (M, 4), 324 (5), 230 (19), 204 (18) 168(21) 120 (100) 92 (19), 85
(33)

Elemental analysis of 013H1|Nz°s

40 ' Calculated: % C =63.15; % H=5.30; % N=8.18
Found: % C=63.10; % H=5.32; % N =8.04
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Example 2.
6-[4-{2-hydroxybenzoylamino)benzoylamino]hexanoic acid. (compound 2). .

' O
@)ku

. (compound 2)

To a solution of 2.81 g (10.64 mmol) of methyl 6-(4-aminobenzoylamino)hexanoate
dissolved In 50 ml of acetonitrile, very slowly add 1.42 g.(9.10 mmol) of 2-

10 hydroxybenzoyl chloride dissolved in § ml of acetonitrile. Then add 0.92 g (8.10
mmol) of triethylamine and keep the reaction mixture at room temperature for 24
hours. Eliminate the solvent at low pressure, add 30 ml of 10% NaOH to the crude
product and continue stirring the mixture until the solid has completely disappeared.
Immediately acidify with concentrated hydrochloric acid, fllter the resulting solid.and

15 wash several times with water. Purify -the reaction product by recrystallization
(EtOH/H20). This yields 1.11 g (33%) of 6—[4-(2-hydmxybonzoylamlno)benznylamlno]
hexanoic acld as a white solid.

M.P.: 201-203 °C '

20 IR(KBr): v3330, 3050, 2850, 2680, 2570, 1700, 1675, 1600, 1540, 855, 770, 750 cm"!
'H NMR (DMSO, 400 MHz): § 1.32 (m, 2 H, -CH>-CHx-CHz-), 1.51 (m, 4 H, -CH;-
CHzCHz), 2.20 (t, 2 H, J = 7.3 Hz, -CH-CO-), 3.23 (m, 2 H, -CHx-N-), 8.97 (m, 2 H,
aromatic), 7.43 (m, 1 H, aromatic), 7.78 (d, 2 H, J = 8.5 Hz, ammaﬁc). 784(d,2H, J
= 8.5 Hz, aromatic), 7.83 (m, 1 H, aromatic), 8.35 (t, 1 H, J = 5.1 Hz, -NH-CH>),

25 10.51 (s, 1 H, -NH-Ph), 11.62(s, 1 H, -OH), 11.85 (s, 1 H, -COOH)ppm
3¢ NMR (DMSO, 100 MHz): § 14.2, 24.5, 25.5; 28.6, 34.1, 60.3, 68.5, 1143 125.9,
164.1, 173.5 ppm
MS mlz(%) 263 (M-18, 3), 236 (4), 218 (2), 172 (5), 143. (20). 115(16). 97 (49), 69
(100), 55 (49), 41 (65)

30 Elemental analysis of CaoH22N20s

Calculated: % C = 64.85; % H =5.89; % N=7.56
Found: % C=08451,%H=5.88%N=7.45

35

Example 3.
4-[3-{2-hydroxybenzoylamino)benzoylamino}butanoic acld tcompound 3).
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N@HWCOOH
H
0

(compound 3)

5 To a solution of 2.60 g (11.00 mmol) of methyl 4-(3-aminobenzoylamino)butanoate
dissoived In 25 ml of ethyl acetate, very slowly add 1.40 g.(10.00 mmol) of 2-
hydroxybenzoyl chloride dissolved in § ml of ethyl acetata. Then add 1.00 g (10.00
mmol) of EtaN (triethylamine) and keep the reaction mixture at room temperature for
24 hours. Eliminate the solvent at iow pressure, add 40 ml.of 10% NaOH to the crude

10 product and continue stiming the mixture until the oll has completely disappeared.
Immediately acldify with concentrated HCI, filter the resulting solid and wash several
times with water. Purify the reaction product by recrystaliization (EtOH/H;0). ‘This
yields 1.80 g (48%) of 4-[3-(2-hydroxybenzoylamino) benzoylamino]buianolc acid as

a white solld.

15
M.P.: 172-174°C k! ; )
IR(ATR) v 3201, 2040, 1714, 1611, 1551, 1455, 1335, 1232 1214, 878, 817,.735
em™

'H NMR (DMSO, 400 MHz2): 5 1.77 (9, 2H, J=7.0 Hz, -CHx), 228 (t, 2 H, /= 7.4
20 Hz, -CH-CO-), 3.28 (m, 2 H, -CHxN-), 8.87 (m, 2 H, aromatic), 7.43 (m, 2 H,
aromatic), 7.58 (m, 1 H, aromatic), 7.87 (m, 1 H, aromatic), 7.98 (m, 1 H, aromatic)
8.12 (m, 1 H, aromatic), 8.50 (t, 1 H, J = 5.0 Hz, -NH-CH>-); 10.50 (s, 1 H, -NH-) ppm
3C NMR (DMSO, 100 MHz): § 24.5, 31.2, 38.7, 117.3, 117.4,1119.1, 120.2, 122.7,
123.5, 128.6, 129.1, 133.8, 135.4, 138.2, 158.5, 166.1, 168.7, 174.2 ppm .
.5 MSmIz(%) 238 (M"-104, 81), 210 (3), 188 (2), 160 (3), 137 (9) 119 (100) 120 (30).
92 (50), 91 (12), 65 (31)

Elemental analysis of C4gH1sN20;
30 Calculated: %
Found: %

4 x
35 4{2-(2-hydroxybenzoylamino)benzoylamino]butanoic acid. (Eol"npour'ld 4)

Iz

E’\/\coou
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(compound 4)

To a suspension of 20.36 g (81.71 mmol) of 4-(2-aminobenzoylamino)butanbic acid
5 in 200 mil of dry methylene chloride, add 42.33 g (391.92 mmol) of trimethyisiiyi
chloride and allow the reaction to reflux for 5 hours. Then place the flask in anice
bath and add 11.87 g (117.57 mmol) of triethylamlne and a.solution of 15.52 g (78.38
mmol) of acstyisalicyloyl chloride dissolved in 20 ml of dry methylene chioride. Allow
the reaction to stir for 30 minutes In an Ice bath and 24 hours at.room temperature.
10 Eliminate the solvent at low pressure, add 200 ml of 10% NaOH to the crude product
and continue stiming the mixture until the oil has .compietely disappeared.
Immediately acidify with concentrated HCI, filter the resulting solid and wash several
times with water and with ether. Purlfy the reaction product by recrystallization
(EtOHM0). This vyelds 21668 g (81%)' of - 4-[24{2-hydroxy-

‘15 benzoyiamlno)benzoylamlno]butanolc acid as a white solid. : .

M.P.: 173-174°C
IR(ATR) v 3322, 2025, 2852, 1688, 1652, 1633, 1597, 1529 1448, 1260 1228, 756
cm™?
20 'H NMR (DMSO, 400 MHz): 51.76 (q, 2 H, J= 7.0 Hz, -CH#), 2.28 (t, 2 H, J = 7.3 Hz,
-CHz-CO-), 3.27 (m, 2 H, -CHz-N-), 6.98 (m, 2 H, aromatic), 7.20:(m, 1 H, aromatic),
7.42 (m, 1 H, aromatic), 7.50 (m, 1 H, aromatic), 7.68 (m, 1 H, aromatic), 7.83 (m, 1
? H, aromatic) 8.48 (m, 1 H, aromatic), 8.50 (t, 1 H, J = 5.0 Hz,.-NH-CHz), 11.62
- sa,.,., 1 H, -OH), 12.03 (Stroad, 1 H, -COOH), 12.19 (s, 1 H,.-NH-Ph) ppm ,
3C NMR (DMSO, 200 MHz): 5 24.2, 31.1, 38.9, 117.2, 117.9, 119.3, 121.7, 123.1,
123.3, 128.1, 129.2, 131.3, 133.7, 137.8, 158.1, 1685.5, 168.1, 174.2 ppm
MS m/z (%): 342 (M*, 5), 265 (4), 239 (100), 222 (11), 121 (50). 120 (64), 119 (82)
92 (54), 77 (10), 65 (53). 39 (38)

25

30 Elemental analysis of C1sH1sN20s

Calculated: % C=863.15; % H=5.30; % N=8.18
Found: % C=63.15; % H=5.38; % N=8.15

35
Example 5. ) ;
5{2-(2-hydroxybenzoylammo)benzoylammo]penhnolc ‘acld. (compound 5).

OH :- Q
N
d\ﬂ EH/\/\,COOH
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10
(compound 5)

To a suspenslon of 1.61 g (6.81 mmol) of 5{2-aminobenzoylamino)pentanoic acid in
-20 mi of dry methylene chicride, add 1.41 g (11.94 mmol) of trimethyisilyl chloride
S and allow the reaction to refiux for 5 hours. Then place the flask in an ice bath and
add 0.88 g (8.73 mmol) of triethylamine and a solution of 1.15 g (5.82 mmol) of
acetylsalicyloyl - chloride dissolved in 5§ mi of dry methylene .chloride. Allow the
reaction to stir for 30 minutes In an ice bath and 24 hours at room temperature.
Eliminate the solvent at low pressure, add 20 ml of 10% NaOH to the crude product
10 and continue stiring the mhdure untl the oil has completely disappeared.
‘ Immediately acidlfy with concentrated HCI, fiter the resulting solid:-and wash several
times with water and with ether. Purify the reaction product. by recrystallization
(EtOH/H20). This yields 1.26 g (61%) of 5-[2-(2-hydroxybenzoylamlno) benzoyl-
amlno]pentanouc acld as a white solid.
15
M.P.: 168-170°C
IR(ATR): ¥ 3310, 1698, 1648, 1626, 1597, 1521, 1268, 1223, 1139 746 cm™
'H NMR (400 MHz, DMSO): §1.54 (m, 4 H, -CH>CHz-CHz-CHz-); 2.21 (t-2 H, J=7.2
Hz, -CH-CO), 3.26 (m, 2 H, -CHzN-), 6.97 (m, 2 H, aromatic), 7.18 (m, 1 H,
20 aromatic), 7.40 (m, 1 H, aromatic), 7.51 (m, 1 H, aromatic), 7.67: (m, 1 H, aromatic),
7.84 (m, 1 H, aromatic), 8.47 (m, 1 H, aromatic), 8.72 (t, 1 H, J = 5.4 Hz, -NH-CHz"),
11.62 (s, 1 H, -OH), 11.98 (s, 1 H, -COOH), 12.18 (s, 1 H, -NH-Ph) ppm
. 13 NMR (200 MHz, DMSO); § 22.0, 28.3, 33.3, 38.9, 117.2, 118.0, 119.3, 121.74,
123.2, 123.5, 128.0, 129.3, 131.3, 133.7, 137.8, 158.0, 165.5, 168.0, 174.4 ppm
25 MS m/z (%): 356 (M+ 1), 337 (9), 239 (72), 119 (100), 99 (18), 92 (59), 77 (15), 65
(48), 41 (25)

Elemental analysis of C1gHz0N20s

30 Caiculated: % C=64.04; % H=5.66;% N=7.86
Found: %C=6390,%H=560;%N=7.75

Example 6.
35 8{2-{2-hydroxybenzoylamino)benzoylamino]octanoic acld. (compound 6).

. OH O
40 G)‘\ﬂ
NN
l':ll COOH

(compound 8)
45
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To a suspension of 2.00 g (7-20 mmol) of 8-(2-aminobenzoylamino)octanoic acid in

25 ml of dry methylene chloride, add 1.36 g (12.80 mmol) of trimethylsilyl chloride

and allow the reaction to refiux for 5§ hours. Then place the flask in"an ice bath and

add 0.93 g (9.22 mmol) of triethylamine and a solution of 1.21 g (6.15 mmol) of

5 acetyisalicyloyl chloride dissolved in 5 ml of dry methylene .chloride. Allow the

reaction to stir for 30 minutes In an ice bath and 24 hours at room temperature.

Eliminate the solvent at low pressure, add 20 mil of 10% NaOH to the crude product

and continue stiming the mixture until the oil has - completely disappeared.

Immediately acidify with concentrated HCI, filter the resulting solid and wash several

10 times with water and with ether. Purify the reaction product-by recrystallization

(EtOH/H20). This yields 1.41 g (58%) of &[Z{Z-hydmxybonmyiamlno)banzoylamlno]
octanoic acld as a white solid.

M.P.: 124-125°C
15 IR(ATR): v 3310, 2831, 2855, 1698, 1654 1627, 1585, 1526, 1495, 1448, 1409,
1381, 1315, 1268, 1222, 1196, 1168 cm™
'"H NMR (400 MHz, DMSO): 51.25 (m, 6 H, -CH:-CH:-CH;-QH;QH;—CH;-CH:—) 1.46
(m, 4 H, CHz-CHz-CH>-CH2-CH-CHZz-CH2-), 2.14 (t, 2 H, i/ =7.5-Hz, -CH,-CO), 3:23
(m, 2 H, -CHzN-), 8.95 (m, 2 H, aromatic), 7.18 (m, 1 H, aromatic), 7.41 (m, 1 H,
20 aromatic), 7.50 (m, 1 H, aromatic), 7.85 (m, 1 H, aromatic), 7.84:(m, 1 H, aromatic),
8.44 (m, 1 H, aromatlc) 8.67 (t, 1 H, J = 5.7 Hz, NH-CH>-), 11.81 (s, 1 H, -OH),
11.80 (s, 1 H, -COOH), 12.13 (s, 1 H, -NH-Ph) ppm :
3¢ NMR (200 MHz, DMSO):, §24.5, 26.4, 28.50, 28.52, 288 338 39.2, 117.2,
117.9, 119.3, 121.8, 123.2, 123.8, 128.0, 129.2, 131.2, 133.7, 1377 158.1, 165.5,
25 167.9,174.5 ppm
MS m/z (%): 398 (M*, 1), 379 (3), 351 (2), 278 (5), 251 {B), 239 (94), 197 (9), 137
(11), 149 (100), 100 (17), 82 (51), 77 (8), 65 (37), 41 (20)

Elemental analysis of C1pH20N20s
30
Calculated: % C=66.32; % H=06.58,% N=7.03
Found: % C=066.03;% H=6.47,% N=7.05

35 Example?,
6-[2-(2-hydroxybenzoylnmlno)banzoylamlno]hannoic acid. (compound 7).

OH O
S
n/\/\/\coou

40 (compound 7)
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To a suspension of 0.30 g (1.20 mmol) of 6-{2-aminobenzoylamino)hexanoic acid in
§ mi of dry methylene chioride, add 0.23 g (2.10 mmol) of trimethyisilyl chioride and
allow the reaction to reflux for 5 hours. Then place the flask in an ice bath and add
0.15 g (1.53 mmol) of triethylamine and a solution of 0.20 g (2.05 mmol) of 2-

5 acetylsalicyloyl chioride dissolved in 5 ml of dry methylene .chloride. Allow the
reaction to stir for 30 minutes in an ice bath and 24 hours at room temperature.
Eliminate the solvent at low pressure, add 10 ml of 10% NaOH fo the crude product
and continue stiming the mixture untii the oil has completely disappeared.
Immediately acidify with concentrated HCI, filter the resulting solid and wash several

10 times with water and with ether. Purify the reaction product by recrystallization
(EtOH/H;0). This yields 0.24 g (62%) of 8—[2-(2—hydmxybenzoylammo)benzoyl-
‘amino}hexanolc as a white solid. b

M.P.: 165-167 °C
15 IR(ATR) v 3348, 2823, 2853, 1688, 1595, 1523, 1493, 1414, 1360 1272, 903, 815,
759 cm™
'H-NMR (400 MHz, DMSO): 51.31 (m, 2 H, -CHCH,CH2), 1 51 (m, 4 H, -CHxCH,-
CH-CHzCHz), 2.17 (t, 2 H, J = 7.4 Hz, -CHx-CO-), 3.24 (m, 2 H, -CH-NH-), 6.96
. (m, 2 H, aromatic), 7.18 (m, 1 H, aromatic), 7.41 (m, 1 H, aromatic), 7.50 (m, 1 H,
20 aromatic), 7.66 (m, 1 H, aromatic), 7.84 (m, 1 H, aromatic), 8.46 (m, 1 H, aromatic),
8.69 (Suroad, 1 H, -NH-CHz-), 11.61 (s, 1 H, -OH), 11.93 (s, 1 H,-COOH), 12.16 (s, 1
H, -NH-Ph) ppm
3¢ NMR (200 MHz, DMSO); § 24.2, 26.0, 28.5, 33.6, 39.1, 117.2, 118.0, 119.3,
121.8, 123.2, 123.7, 128.0, 120.3, 131.2, 133.7, 137.7, 158.0, 165.4, 167.9, 1744,
25 ppm
MS m/z (%): 352 (M*-18, 3), 351 (4), 265 (3), 251 (9), 239 (56). 211 (6), 132 (7), 119
(100), 102 (5), 92 (682), 77 (15), 65 (52), 41 (26)

Elemental analysis of C2pH22N205
30

Calculated: % C =64.85; % H=5.99; % N =7.56
Found: % C=64.57,%H=593;% N=17.57

35 Example8.
4-[2-(2-nitrobenzoylamino)benzoylamino]butanolic acid. (eompound 8).

NO: O 7
SN
u/\/\com-l

(compound 8)

40
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To a suspension of 3.90 g (17.50 mmol) of 4-(2-aminobenzoylamino)butanoic acid in

40 ml of dry ethyl acetate, add 3.26 g (17.56 mmol) of 2-nitrobenzoyl chloride

dissolved in 5 ml of dry ethyl acetate and 1.76 g of triethylamine. Allow the reaction

5 mixture to stir for 24 hours at room temperature. Eliminate the solvent at low

pressure, add 30 ml of 10% NaOH to the crude product and continue stirring the

-mixture untii the solld has completely disappeared. Immediately acidify with

concentrated HCl and extract the product with ethyl acetate. Eliminate the solvent at

low pressure and recombine the crude product with dry ether, obtalning a white solid.

10 Purify the reaction product by recrystallization (EtOH/H;0). This yields 3.34 g (51%)
of 4-[2-{2-nltrobenzoylamino)benzoylamino]butanoic acld as a white solid. -

M.P.: 142-144°C
IR(ATR) v 3348, 2923, 2853, 1688, 1505, 1523, 1493, 1414, 1380, 1272, 903, 815,
15 759cm’
TH-NMR (400 MHz, DMSO): 51.73 (m, 2 H, -CH-CHz-CH>-), 2.26 (t, 2H, J = 7.0 Hz,
-CH2-CO-), 3.24 (m, 2 H, -CH2-NH-), 7.24 (m, 1 H, aromatic), 7.56 (m, 1 H, aromaitic}),
7.80 (m, 4 H, aromatic), 8.10 (m, 1 H, aromatic), 8.38 (m, 1 H, aromahc) 8.82 (s.,.,.d
1 H, -NH-CHa-), 12.02 (8, 1 H, -COOH), 12.06 (s, 1 H, -NH-Ph) ppm
20 3C NMR (200 MHz, DMSO); 5 24.1, 31.0, 38.6, 120.8, 121.8, 123.6, 124.8, 128.2,
128.3, 131.5, 131.88, 132.02, 134.1, 138.3, 147.1, 183.3, 168.1, 174.1 ppm
MS m/z (%): 371 (M*, 4), 353 (8), 268 (26), 236 (49), 208 (38) 150 (54), 134 (100),
120 (55), 119 (55). 104 (38), 90 (47), 76 (57), 44 (58)

25
Elemental analysis of C1gH17N3Os
Calculated: % C=5822;,%H=461;% N=11.32
-Found: % C =58.15; % H=4.55;% N=11.35
30
Example 9.
3{2-{2-hydroxybenzoylamino)benzoylamino]propanoic acld. {compound 9).:
35
OH O
PN\~ CO0H
H
(compound 8)

To a suspension of 0.5 g (2.40 mmol) of 3-(2-aminobenzoylamino)propancic acid in
40 10 mL of dry methylene chioride, add 0.45 g (4.20 mmol) of trimethylisllyl chloride and
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allow the reaction to refiux under argon during 2 hours. Then place the flask in an ice
bath and add 0.31 g (3.07 mmol) of triethylamine and a solution of 0.40 g.(2.05
mmol) of 2-acetyisalicycoyl chloride dissolved in 5 ml of dry methylene chloride.
Allow the reaction to stir for 30 minutes in an ice bath and 24 hours at:room
S temperature. Eliminate the solvent at low pressure, add 30 m! of 10% NaOH to the
crude product and continue stiming the mixture untii the oil has completely
' disappeared. Immediately acidify with concentrated HCI, filter the resulting sofid and
wash several times with water and ether. Purify the meaction. product by
recrystallization (EtOH/H20). This yields 0.37 g (56%) of 3-[2-(2-hydmxybenzoyl—

10 amino)benzoylamino]propanoic acid as a white solid.

M.P.: 200-202 °C ‘
IR(ATR) v 3331, 3051, 2657, 1718, 1649, 1626, 1593, 1523, 1269 1225, 904, 853
749 cm™

15 'H-NMR (400 MHz, DMSO): 5§ 252 (t, 2 H, J = 7.4 Hz, -CH«CO-), 3.48 (m, 2 H, -
CHz-NH-), 6.97 (m, 2 H, aromatic), 7.18 (m, 1 H, aromatic), 7.41 (m, 1-H, aromatlc).
7.51 (m, 1 H, aromatic), 7.65 (m, 1 H, aromatic), 7.85 (m, 1 H, aromatic), 8.45 (m, 1
H, aromatic), 8.79 (Stroad, T H, -NH-CH2-), 11.61 (s, 1H, -OH), 12 15 (s, 1 H, -COOR),
12.25 (s, 1 H, -NH-Ph), ppm

20 13C NMR (200 MHz, DMSO); 5 35.4, 35.5, 1172 118.02, 1193 121.7, 123.1, 123.2,
128.0, 120.4, 131.4, 131.7, 137.8, 157.9, 165.3, 168.1, 172.7 ppm
MS m/z (%): 328 (M‘. 8), 293 (3), 250 (5), 239 (100), 208 (20), 118 (65), 92 (50), 65
(60), 44 (42)

25 Elemental analysis of C47HeN20g
Calculated: % C=62.19;% H=491; % N =8.53

Found: %C=61.82,%H=472;%N=8.39

30

Example 10.

2-[2-{2-hydroxybenzoylamino)benzoylaminojethanolc acld (compound 10).

OH O
N
0? ~N""“cooH
35 H
(compound 10)

To a suspension of 4.74 g (24.44 mmol) of 2{(2-aminobenzoylamino)ethanoic acid in
40 40 m! of dry methylene chloride, add 5.05 g (4.28 mmol) of trimethyisilyl chioride and
allow the reaction to reflux for 5 hours. Then place the flask in an Ice bath and add
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3.18 g (31.32 mmol) of triethylamine and a solution of 4.13 g (20:88 mmol) of
acetylsalicyloyl chioride dissolved in 10 ml of dry methylene chioride. Allow the
reaction to stir for 30 minutes In an Ice bath and 24 hours .at room temperature.
Eliminate the solvent at low pressure, add 40 ml of 10% NaOH to the crude product
and continue stiming the mixture untii the oil has. completely disappeared.
Immediately acidify with concentrated HCI, filter the resulting solid and wash several
times with water and with ether. Purify the reaction product by recrystallization
(EtOH/MH20). This yields 3.54 g (54%) of 2-[2{2-hydroxybenzoylamino) benzoyl-
amina]ethanoic acid as a white solid.

M.P.: 222-224 °C

IR(ATR) v 3286, 2078, 1730, 1650, 1627, 1598, 1584, 1526, 1242, 800, 835, 752
cm™

TH-NMR (400 MHz, DMSO): 53.85 (d, 2 H, J = 4.9 Hz, -CHz), 8.97 (m, 2 H,
aromatic), 7.21 (m, 1 H, aromatic), 7.41 (m, 1 H, aromatic), 7.55 (m, 1 ‘H, aromatic),
7.80 (m, 2 H, aromatic), 8.52 (m, 2 H, aromatic), 9.07 (Sprad. 1 H, -NH-CH>-), 11.58
s, 1 H, -OH), 12.18 (s, 1 H, -COOH), 12.70 (s, 1 H, -NH-Ph) ppm .

‘C-NMR (200 MHz, DMSO); & 41.2, 117.2, 118.0, 119.3, 121.8, 122.3, 123.2, 1281
129.3, 131.8, 133.7, 138.1, 157.9, 165.4, 168.4, 171.0 ppm.

MS m/z (%): 278 (M*-36, 18), 239 (37) 234 (17), 195 (14) 107 (9), 119 (100) 92
(38), 77 (22) 65 (28), 50 (19)

Elemental analysis of Cz0H22N205

Calculated: % C=61.14; % H=4.49; % N = 8.91
Found: % C=6090,%H=442;% N=8.98

Example 11,
4-{2-(2-hydroxy-4-nitrobenzoylamino)benzoylamino]butanoic acid. (compound

11).
OH 0
N
H
0N o u’\/\coon

{compound 11)

To a suspension of 1.00 g (4.50 mmol) of 4-(2-aminobenzoylamino)butanoic acid in
20 ml of dry methylene chioride, add 4.50 g (38.50 mmol) of trimethylisilyl chloride
and allow the reaction to reflux for 5 hours. Then place the flask in an ice bath and
add 0.58 g (5.70 mmol) of triethylamine and a solution of 0.77 g (38.50 mmol) of 2-

AMENDED SHEET

60



02112005, | 04742074 O~

10

15

20

25

30

35

40

16

hydroxy-4-nitrobenzoyl chioride dissolved in 10 mi of dry methylene chioride. Allow
the reaction to stir for 30 minutes in an ice bath and 24 hours at room temperature.
Eliminate the solvent at low pressure, add 30 ml of 10% NaOH to the crude product
and continue stiming the mixture untll the oil has completely disappeared.
Immediately acldify with concentrated HC], filter the resulting sojid and wash several
times with water and with ether. Purify the reaction product by recrystallization
(EtOHH0). This vyieds 050 g (34%) of 4-[2-(2-hydroxy-4—nltro-
benzoylamino)benzoylamino]butanoic acld as a yellow solid. -

M.P.: 200-211°C
IR(ATR): v 3378, 20839, 1702, 1592 1520, 1448, 1420, 1347, 1326, 1300, 1258,
1232, 1215, 1162, 813; 748, 737 cm™

1H—NMR (400 MHz, DMSQ): 51.75 (m, 2 H, -CHz-CH>-CHz-), 2.28 (t, tH, J = 7‘3 Hz, -

-CH>CO-), 3.26 {m, 2 H, -CH-N-), 7.20 (m, 1 H, aromatic), 7.52 (m, 1. H, aroma'ac).

7.66 (m, 1 H, aromatic), 7.74 (m, 2 H, aromatic), 8.10 (m, 1 H, aromatic), 8.49 (m, 1

H aromatic), 8.71 (t, J = 5.4 Hz, -NH-CH-), 12.12 (s, 2 H, -OH; ~coor|) 12.30:(s, 1
H, -NH) ppm

13C_NMR (200 MHz, DMSO): § 24.2, 31.1, 38.7, 111.4, 1133..121 1, 123.5, 124.0,

125.4, 128.1, 131.2 132.1, 137.4, 149.9, 156.8, 162.5, 167.8, 174.2 ppm -

MS m/z (%): 2684 (M’-103. 55), 253 (4), 238 (16), 222 (1), 211 (2), 182 (8), 154 (9),

148 (13), 118 (80), 92 (47), 63 (48), 53 (21), 30 (100)

Elemental analysis of C1gH17N1sO7

Calculated: % C=55.81, % H=4.42; % N =10.85
Found: % C=55.79;% H=444;% N=10.74

Example 12, .
4J24{2-hydroxy-5-nitrobenzoylamino)benzoylaminolbutanoic acld. (compound

12).

OH O

Iz

o Ir_i’\/\coon-l

(compound 12)
To a suspension of 1.00 g (4.50 mmol) of 4-{2-aminobenzoylamino)butancic acid in

20 ml of dry methylene chloride, add 4.50 g (38.50 mmol) of trimethylisilyl chloride
and allow the reaction to reflux for 5 hours. Then place the flask In an ice bath and
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add 0.58 g (5.70 mmol) of triethylamine and a solution of 0.77 g (38.50 mmol) of 2-
hydroxy-5-nitrobenzoyl chioride dissolved In 10 mi of dry methylene chloride. Allow
the reaction to stir for 30 minutes in an ice bath and 24 hours at room temperature.
. Eliminate the solvent at low pressure, add 30 mi of 10% NaOH to the crude product
5 and continue stiming the mixture untl the oit has completely disappeared.
Immediately acidify with concentrated HCI, filter the resulting solid and-wash several
times with water and with ether. Purify the reaction product by recrystallization in
dioxane/H20. This yiekis 0.99 g (67%) of 4-[2<(2-hydroxy-5-nitrobenzoylamino)
benzoylamino]butanoic acld as a cream-coloured solid.
10
M.P.: 238-241°C
IR(AT ) v3315, 3070, 2626, 1695, 1851, 1831 1584, 1373, 1334, 1218, 831, 756,
7468 om’
TH-NMR (400 MHz, DMSO): §1.75 (m, 2 H, -CHrgHz-CHz-), 228(t, 1H, J=6.8-Hz,
15 -CH-CO-), 3.26 (m, 2 H, -CH2-N-), 7.15 (m, 1 H, aromatic), 7.18 (m, 1 H, aromatic),
7.53 (m, 1 H, aromatic), 7.65 (m, 1 H, aromatic), 7.26 (m, 1 H, aromatic), 8.45 (m, 1
H, aromatic), 8.70 {m, J = 5.4 Hz, -NH-CHz), 8.76 (m, 1 H, aromatic), 12.08 (s, 2 H, -
OH, -COOH), 12.90 (s, 1 H, -NH) ppm
3C_NMR (200 MHz, DMSO): 5 24.2, 31.1, 38.7, 117.9, 119.8,:122.2, .123.5, 124.3,
20 1272, 128.1, 128.5, 131.1, 137.3, 139.7, 162.0. 162.3, 167.8, 174.2 ppm
MS m/z (%): 369 (M*-18, 1), 352 (10), 335 (1), 311 (3), 206 (3), 284 (31), 253 (11),
237 (3), 209 (8), 188 (6), 137 (8), 119 (74), 92 (55), 63 (43),42 (56), 41 (72); 30
(100)

25 Elemental analysis of CygH17N1Oy
Calculated: % C=5581,%H=4.42;% N=10.85

Found: % C=5680;%H=4.50;%N=10.80
30
Example 13,
4-[2-(2-hydruxy-d—mothoxybonzoylamino)benzoylamlno]butlnolc acld.
(compound 13). 5
35

OH O
Hy H’\/\coou

(compound 13)

40 To a suspension of 1.00 g (4.50 mmol) of 4(2-aminobenzoylamino)butanoic acid In
20 ml of dry methylene chloride, add 4.50 g (38.50 mmol) of trimethylsilyl chloride
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and allow the reaction to reflux for 5 hours. Then place the flask in an ice bath and
add 0.58 g (5.70 mmol) of triethylamine and a solution of 0.71 g (38.5 mmol) of 2-
hydroxy-4-methoxybenzoyl chloride dissolved in 10 ml of dry methylene chloride.
Allow the reaction to stir for 30 minutes in an ice bath and 24 hours at room
§ temperature. Eliminate the solvent at low pressure, add 30 ml of 10% NaOH to:the
crude product and continue stiming the mixture untl the olf has completely
disappeared. Inmediately acidify with concentrated HCI, filter the resulting solid and
wash several times with water and with ether. Purify the reaction product by
recrystallization (EtOH/H.0). This yields 0.54 g (38%) of. 4-[2-(2-hydmxy-4-
10 methoxybenzoylamino)benzoylamino]butanoic acid as a white solid.

M.P.: 201-203 °C
IR(ATR): v 3308, 2030, 1711, 1643, 1822 1582, 1524, 1508, -1438 1383, 1244

: 1208, 1178, 1144, 964, 830, 751 671 cm™

15 'H-NMR (400 MHz, DMSO): § 1.76 (m, 2 H, -CH-CH-CH2), 2.29. (t1H,J=73Hz,
-CH-CO-), 3.29 (m, 2 H, -CH>-N-), 3.78 (s, 3 H, -CH3 ), 6.48 (m, 1 H, aromatic), 6.58
(m, 1 H; aromatic), 7.17 (m, 1 H, aromatic), 7.50 (m, 1 H, aromatic), 7.71 (m, ¥ H,
aromatic), 7.76 (m, 1 H, aromatic), 8.45 (m, 1 H, aromatic), 8.77 {t, / = 5.4 Hz, -NH-
CHz-), 12.05 (s, 2 H, -OH, -NH), 12.22 (s, 1 H, -COOH) ppm :

20 YC-NMR (200 MHz, DMSO): § 24.2, 31.1, 38.7, 55.4, 101.3, 106.7, 109.9, 1215
122.6, 122.8, 128.1, 120.9, 131.5, 138.1, 160.9, 163.8, 166.0, 168.2, 174.2 ppm
MS m/z.(%): 372 (M", 3), 353 (2), 269 (84), 228 (16), 222 (17) 182 (4), 151 (100).
120 (58), 119 (59), 92(47). 65 (24), 52 (12), 30 (53)

25 Elemental analysis of C1sH20N20

Caiculated: % C=61.28; % H=541; % N=7.52
Found: % C=6089;%H=537%N=740

30
Example 14,
4-[2-(2-hydroxy-5-moﬂioxybenzoylamlno)benzoylamlno]butanouc acid.
(compound 14).
s
OH O
N
0 E/\/\coon
CH,
{compound 14)
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To a suspension of 1.00 g (4.50 mmol) of 4{2-aminobenzoylamjno)butanolc acid in
20 ml of dry methylene chioride, add 4.50 g (38.50 mmol) of trimethyisilyl chloride
and allow the reaction to reflux for 5 hours. Then place the flask in an ice bath and
add 0.58 g (5.70 mmol) of triethylamine and a solution of 0.71 g (38.5 mmol) of 2-
S hydroxy-5-methaoxybenzoyl chioride dissolved in 10 mL of dry methylene chioride.
Allow the reaction to stir for 30 minutes in an ice bath and-24 hours at room
temperature. Eliminate the solvent at low pressure, add 30 ml of 10% NaOH to the
crude product and continue stiming the mixture until the ¢il has completely
disappeared. Immediately acldify with concentrated HCI, filter the resulting solid-and
10 wash several times with water and with ether. Purify the meaction product by
recrystallization (EtOH/Hz0). This yiekds 0.781g (56%) of: 4-[2-(2-hydroxy-5-
methoxybenzoylamino)benzoylamino]butanoic acid as a cream-caloured solid. -

M.P.: 191-183°C -
15 * IR(ATR): v 3330, 2877, 1702, 1593, 1523, 1484, 1473, 1449 1419, 1356, 1328,
1308, 1286, 1205, 1188, 1174, 1047, 931, 702, 748,687 cm™
1H-NMR (400 MHz, DMSO): 5 1.76 (m, 2 H, -CH-CHzCHz-), 2.28 (t, 1 H,J=7. 3 Hz,
-CH2-CO-), 3.27 (m, 2 H, -CHzN-), 3.73 (s, 3 H, -CH3 ), 8.91 (m, 1 H, aromatic), 7.04
(m, 1 H, aromatic), 7.18 (m, 1 H, aromatic), 7.38 (m, 1 H, aromatic), 7.50 (m, 1 H,
20 aromatic), 7.76 (m, 1 H, aromatic), 8.48 (m, 1 H, aromatic), 8.70 (t, J = 5.4 Hz, -NH-
CHz), 11.10 (s, 1 H, -OH), 12.03 (s, 1 H, -NH), 12.09 (s, 1 H, -COOH) ppm
BC-NMR (200 MHz, DMSO): & 24.2, 31.1, 38.7, 55.4, 112.8, 118.1, 118.3, 120.5,
121.7, 1231, 123.8, 128.0, 131.2, 137.7, 151.6, 151.9, 164.8, 168.0, 174.2 ppm .
MS m/z (%): 372 (M*, 5), 353 (3), 269 (100), 254 (88), 198 (11), 150(20) 120 (55),
25 119 (45), 92 (50), 79 (33) 65 (29), 52 (21), 30 (51) s

Elemental analysis of CeH20N20s

Calculated: % C=61.28;% H=5.41; % N =7.52
30 Found: % C=681.21,%H=540;% N=7.47

" Example 185.
4-[2-{4-nitrobenzoylamino)benzoylaminojbutanoic acid. (compound 15).
35

O

N
Ozm’(;)L o u/\/\coon

(compound 15)
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To a suspension of 2.14 g (9.63 mmol) of 4-(2-aminobenzoylamino)butaneic acid in
40 mi of dry methylene chioride, add 1.83 g (16.87 mmol) of trimethyisilyl chloride
and allow the reaction to reflux for § hours. Then place the flask in an ice bath and
add 1.24 g (12.33 mmol) of triethylamine and a suspension of 1.53 g (8.22 mmol) of
4-nitrobenzoyl chioride in 10 mi of dry ethyl acetate. Allow the reaction to stir for 30
minutes In an ice bath and 24 hours at room temperature. Eliminate the solvent at
low pressure, add 30 ml of 10% NaOH to the crude product and continue stirring the
mixture unti the oil has completely disappeared. Immediately acldify with
concentrated HCI, filter the resulting solid and wash several times. with water and with
ether. Purify the reaction product by recrystallization in dioxane/Hz0. This yields 1.33

g (43%) of 4-[2<{4-nitrobenzoylamino} benzoylamino] bulanolc acid as a cream-
oolourad solid. .

M.P.: 208-208 °C

IR(ATR): v 3282, 3080, 1731, 1655, 1626, 1597, 1558 1517 1444, 1417 1398,
1350, 1326, 1297, 1268, 1227, 1166, 854, 836, 766, 715 cm™

TH-NMR (400 MHz, DMSOY): 5 1.77 (m, 2 H, CHz-CHz-CH-), 2.20 (t. 1 H, J = 7.3 Hz,
-CHx-CO-), 3.31 (m, 2 H, -CHz-N-), 7.24 (m, 1 H, aromatic), 7.58.(m, 1 H, aromatic),
7.85 (m, 1 H, aromatic), 8.14 (d, 2 H, J = 8.7 Hz, aromatic), 8.42:(d, 2 H, J = 8.7 Hz,
aromatic), 8.58 (m, 1 H, aromatic), 8.46 {m, 1 H, aromatic), 8.91 (t, / = 5.4 Hz, -NH-
CHz-), 12.06 (s, 1 H, -NH), 12.72 (s, 1 H, -COOH) ppm . !

13C.NMR (200 MHz, DMSO): 5 24.1, 31.0, 38.9, 120.5, 120.8, 123.4, 124.1, 128.2,
128.5, 132.2, 138.8, 140.1, 149.4, 162.7, 168.5, 174.2 ppm

MS m/z (%): 371 (M* 5), 353 (3), 334 (1), 269 (22), 268 (29), 253 (8), 238 (59), 224
(9), 150 (23), 146 (23), 120 (50), 118 (100), 104 (39), 92 (69) 76 (48), 64 (29), 50
(27), 30 (50)

Elemental analysis of C1gH{7N3Os

Calculated: % C=68.22; % H=4.61; % N=11.32
Found: %C=58.15,%H=4.65%N=11.10

Example 16.
4-[2-(4-mothoxybenzollamlno)henzollamlno]butanolc atid. (compound 16).

o)

,O)L"
H
HaCO o ﬂ’\/\com

(compound 16)
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To a suspension of 2.14 g (8.63 mmol) of 4-(2-aminobenzoylamino)butanoic acid in
20 ml of dry methylene chloride, add 8.80 g (82.39 mmol) of trimethyisllyl chloride
and place the reaction at reflux for 5 hours. Then place the flask in an ice bath and
add 1.25 g (12.36 mmol) of triethylamine and a solution of 1.40 g (8.24 mmol) of 4-
methoxybenzoyl chloride dissolved 10 mi of dry methylene chioride. Allow the
reaction to stir for 30 minutes in an ice bath and 24 hours at room temperature.
Eliminate the solvent at low pressure, add 30 mi of 10% NaOH.to the crude product
and continue stiring the mibxture until the oil has completely disappeared.
Immediately acldify with concentrated HCI, filtter the resulting solid and wash several
times with water and with ether. Purify the reaction product by recrystallization
(EtOH/H;0). This vields 232 g (78%) of 4-[2-(4-meﬂ10xybenmyl—
amino)benzoylamino]butanoic acid as a cream-coloured solid. -

M.P.: 172-174°C :

IR(ATR): v 3320, 2960, 2837, 1720 1630, 1592, 1532, 1508, 14486, 1301 1254,
1167, 1098, 1025, 841, 748 cm™

1H-NHR (400 MHz, DMSOQ): § 1.79 (m, 1 H, -CH,-CH2,-CH24-),-2.31 (t, 0 H J 7.4
Hz, -CH24-CO-), 3.33 (m, 1 H, -CH24-N-), 383 (s, 2 H, -CH2;), 7.11 (d, 1 H, J =8.8
Hz aromatic), 7.16 (m, 0 H, aromatic), 7.53 (m, 0 H, aromatic), 8 (m, 1 H, aromatic),
7.88 (d, 2 H, J = 8.8 Hz, aromatic), 8.65 (m, 1 H, aromatic), 8.87 (t, J = 5.4 Hz, -NH-
CH3,-), 12.08 (s, 1 H, -NH), 12.49 (s, 1 H, -COOHR) ppm

BC.NMR (100 MHz, DMSO): 5 24.2, 31.1, 38.7, 55.5, 114.2, 1200 120.1, 122.4,
126.7, 128.2, 128.8, 132.1, 138.7, 162.2, 1639 168.7, 174.2 ppm

MS m/z (%): 356 (M" 4), 338 (9), 319 (3), 253 (198), 252 (18), 238 (5), 209 (5) 135
(100), 119 (35), 107 (7), 82 (22), 74 (28), 64 (11), 50 (7), 41 (10)

Elemental analysis of C1gHa0N1O;

Calculated: % C=64.04; % H=5.866;% N =7.86
Found: %C=06397%H=583%N=7.79

Example 17,
4-[2-{4-chlorobenzoylamino)benzoylamino]butanoic acld (compound 17).

N
H

cl o ”’\/\ooou

(compound 17)
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To-a suspension of 2.00 g (9.01 mmol) of 4(2-aminobenzoylamino)butanoic acid In
20 mi of dry methylene chioride, add 8.38 g (77.00 mmol) of trimethylsilyl ohloride
and allow the reaction to reflux for 5 hours. Then place the flagk In an ice bath and
add 1.17 g (11.55 mmol) of triethylamine and a solution of 1.35 g (7.70 mmol) of 4-
5 methoxybenzoyl chloride dissolved 10 ml of dry methylene chioride. Allow the
reaction to stir for 30 minutes in an Ice bath and 24 hours at room temperature.
Eliminate the solvent at low pressure, add 30 ml of 10% NaOH to the crude product
and continue stiming the mixture untii the oil has completely disappeared.
Immediately acldify with concentrated HCI, filter the resulting. solid and wash several
10 times with water and with ether. Pun'fy the reaction product by recrystallization -
(EtOH/H;0). This vyields 1.79 (65%) of - 4—[2-(4-chlorobenzoy|—
amino)benzoylamino}butanoic acld as a craam-colourad solid.

M.P.: 182-184 °C
15 IR(ATR). ¥ 3068, 2839, 1602, 1672, 1628, 1502, 1525, 1491 1444 1332 1310,
1284, 1259, 1222, 1180, 1110, 1098, 1011, 902, 845, 756, 745 cm™’
1H-NMR (400 MHz, DMSQ): 5§ 1.78 (m, 2 H, -CH-CH2>CHz-),-2.31(t, 1 H, J=7.4 Hz,
-CH;-CO-), 3.32 (m, 2 H, -CH-N-), 7.18 (m, 1 H, aromatic), 7.54 (m, 1 H, aromatic),
7.64 (d, 2 H, J = 8.5 Hz, aromatic), 7.83 (m, 1 H, aromatic), 792 (d, 2 H, J=8.5 Hz,
20 aromatic), 8.61 (m, 1 H, aromatic), 8.80 (t, J = 5.4 Hz, -m-CHr). 12.07 (s, 1 H, -
NH), 12.861 (s, 1 H, -COOH) ppm
3C-NMR (200 MHz, DMSO): 5 24.2, 31.1, 38.7, 55.5, 1142 120.3, 1204, 122.9,
128.2, 128.8, 120.0, 132.2, 133.3 136.9, 130.3, 163.3, 168.6,:174.2 ppm
MS m/z (%): 360 (M*. 11), 342 (4), 323 (1), 258 (30), 238 (15), 213 (8), 187 (8), 162
25 (8), 141 (33), 139 (100), 119 (38), 111 (56), 92 (25), 75 (20), 85 (11), 41(11)

Elemental analysis of CygH7CIN2O,

Calculated: % C=59.92; % H=4.75% N=7.76
30 Found: % C=590.71;,%H=477% N=7.72

Example 18.
4-[2-(4-chIoro-z-hydroxybanzoylamlno)benzoylamlno]buhnolc acld

35 {(compound 18).

OH O

Iz

cl H/\/\COOH

40 (compound 18)
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To a suspension of 2.00 g (9.00 mmol) of 4-(2-aminobenzoylamino)butanoic acld in
40 ml of dry methylene chloride, add 8.36 g (77.00 mmol) of trimethylsliyl chloride
and -allow the reaction to reflux for 5 hours. Then place the flask in an ice bath ‘and -
add 1.17 g (11.50 mmol) of triethylamine and a solution of 1.45 g (7.70 mmol) of 4-
5 chioro-2-hydroxybenzoyl chioride dissoived in 5 mi of dry methylene chloride. Allow
the reaction to stir for 30 minutes in an ice bath and 24 hours at room temperature.
Eliminate the solvent at low pressure, add 30 ml of 10% NaOH to the cnide product
-and- continue stiming the mixture untll the oll has completely disappeared.
Immediately acidify with concentrated HCI, filter the resulting solid and wash several .
10 times with water and ether. Purify the reaction product by recrystallization
(EtOH/H20). This yields 1.35 g (47%) of 4-[2{4-chioro-2-hydroxybenzoyl-
amino)benzoylaminolbutancic acid as a white solid. ;

M.P.: 205-208 °C
15 IR(ATR): v 3319, 3067, 2836, 1688, 1583 1525, 1494, 1447 1408, 1350, 1330,
1302, 1261, 1214, 919, 786, 755 em™
'H-NMR (400 MHz, DMSO): § 1.75 (m, 2 H, -CH2-CH-CH>-), 2 28 (t. 2 H J=7.3Hz,
-CH-CO-), 3.28 (m, 2 H, -CHz-N-), 7.01 (m, 2 H, aromatic), 7.18 (m, 1 H, aromatic),
7.50 (m, 1 H, aromatic), 7.65 (m, 1 H, aromatic), 7.87 (m, 1 H, aromatic), 8.48 (m, 1
20 H, aromatic), 8.69 (t, 1 H, J = 5.12Hz, -NH-CHz), 12.07 (Suun 3 H, -OH, -COOH, -
NH-Ph) ppm
13C NMR (200 MHz, DMSO); 5 24.3, 31.1, 38.6, 116.6, 117.8, 118.3, 1218, 123.2,
123.9, 128.0, 131.1, 131.7, 137.3, 137.6, 15841639 167.9, 174.2 ppm. '
MS m/z (%): 376 (M* 2), 273 (65), 238 (17), 222 (7), 155 (25), 146 (5), 120 (39) 119
25  (100), 99 (13), 92 (43), 83 (27), 30 (45)

) Elsmental analysls of CygH17CIN2O;

Calculated: % C=57.38: % H=4.59; % N=7.43
. Found: % C=5719;% H=4.57,% N=7.41

Example 19.
4-[2-(5-chloro-2-hydroxybenzoylamlno)benzoylammo]buhnonc acld. e

35 ' {(compound 19). -

OH O

IZ

o H’\/\coou

Cl
40 (compound 19)
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To a suspension of 2.30 g (10.4 mmol) of 4-(2-aminobenzoylamino)butanoic acid in
40 ml of dry methylene chioride, add 9.56 g (88.50 mmol) of.trimethylisily! chloride
and allow the reaction to reflux for 5 hours. Then piace the flask in an ice bath and
add 1.34 g (13.30 mmol) of tiethylamine and a solution of 1.87 g (8.85 mmol) of 5-
chloro-2-hydroxybenzoyl chloride dissolved in 5§ ml of dry methylene chloride.. Allow
the reaction to stir for 30 minutes in an Ice bath and 24 hours at room temperature.
Eliminate the solvent at low pressure, add 30 ml of 10% NaOH to the crude product
and continue stiring the mixture untii the oil has completely disappeared.
Immediately acldify with concentrated HCI, filter the resulting solid and wash several
times with water and with ether. Purify the reaction product by recrystallization
(EtOH/MH0). This vyields 095 g (29%) of 4-[2-(5-ch|om—2—hydroxy-
benzoylamino)benzoylaminolbutanoic acld as a white solid. '

M.P.: 222-223 °C
IR(ATR): v 3315, 2958, 1893 1657, 1504, 1524, 1479, 1447, 1360, 1325,. 1303
1272, 1213 914, 812, 749 cm™ _

"H-NMR (400 MHz, DMSO): § 1.75(m, 2 H, -CHT%CH-.—) 228 (t, 2 H, J=7.3 Hg,
-CH-CO-), 3.28 (m, 2 H, -CHx-N-), 7.01 (m, 2 H, aromatic), 7.18 (m, 1 H, aromatic),
7.50 (m, 1 H, aromatic), 7.50 (m, 1 H, aromatic), 7.63 (m. 1 H, aromatic), 7.83.(m, 1
H, aromatic), 8.43 (m, 1 H, aromatic), 867 (t, 1 H, J = 55 Hz. -NH-CH,-) \11 09
(Sbread: 3 H, -OH, -COOH, -NH-Ph) ppm

13c NMR (200 MHz, DMSO): 5 24.2, 31.1, 38.6, 118.9, 120. 5 122.3, 1228 1233
124.3, 128.0, 129.4, 131.6, 132.9, 137 4, 1558 163.1, 167.8, 1.74.2 ppm. :

MS m/z (%): 376 (M+ 3), 273 (100), 238 (22), 155 (18), 120 (40) 119 (80), 99 (13)
82 (46), 63 (26), 30 (35)

Elsmental analysis of C4gH17CIN2O;

Calculated: % C=57.38;%H=4.59; % N=7.43 "
Found: %C=5727%H=458;,%N=741

Example 20.
4-{2-{2-chlorobenzoylamino)benzoylamino]butanoic acld. (compound 20).-

& OE Eu/\/\c:oom

(compound 20)
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To a suspension of 2.00 g (8.01 mmol) of 4-{2-aminobenzoylamino)butanoic acid in
20 mL of dry methylene chloride, add 8.36 g (77.00 mmol) of trimethyisilyl chloride
and allow the reaction to reflux for 5 hours. Then place the flask in an ice bath and

add 1.17 g (11.55 mmol) of triethylamine and a solution of 1.35 g (7.70 mmol) of 2- .
5 chlorobenzoyl chloride dissolved in § mL of dry methylene: chloride. Allow the
reaction to stir for 30 minutes in an Ice bath and 24 hours at room temperature.
Eliminate the solvent at low pressure, add 30 mi of 10% NaOH.to the crude product
and continue stiming the mixture untll.the il has completely disappeared.
immediately acidify with concentrated HCl and exiract several times with ethyl
10 acetate. Dry the organic phase with MgSO, anhydrous and eliminate at low pressure.
* Wash the crude product several times with ether and finally, purify by recrystallization
(EtOHMH0). This vyields 1.27 g (36%) of 4{2-(2-chlorobenzoylamino)

. benzoylamino]butanolc acid as a brown solld. . :

15 M.P.:110-112°C
IR(ATR): v 3308 1730, 1659, 1627, 1588, 1560, 1513 1445 1433, 1310, 1287,
1255, 1168 cm™
H-NMR (400 MHz, DMSO): 5 1.73 (m, 2 H, -CHz-CHz-CHz), 2.26 (t, 2 H, J = 7.0 Hz,
-CH-CO-), 3.24 (m, 2 H, -CHzN-), 7.21 (m, 1 H, aromatic), 7.51 (m, 4 H, aromatic),
20 7.65(m, 1 H, aromatic), 7.79 (m, 1 H, aromatic), 8.53 (m, 1 H, aromatic), 8.82 (Surcad.
1 H, -NH-CHz), 11.89 (s, 1 H, -COOH}), 12.05 (s, 1H, -NH) ppm*
13C NMR (100 MHz, DMSO): 5 24.1, 31.1, 38.6, 120.4, 121.1,,123.3, 127.6, 128.2,
128.9, 129.8, 130.2, 131.7, 132.0, 136.3, 138.5, 164.3, 168.2, 174.1 ppm.
MS m/z (%): 360 (M", 1), 342 (7), 289 (9), 269 (8), 257 (50), 213 (57), 178 (16), 139
25 (97) 120 (22), 119 (100), 111 (60), 85 (87), 75 (81), 63 (32), 50 (63), 30 (76)

Eleme.nml analysis of C1gH7CIN;O,

Calculated: % C=60.92;%H=475N=7.76
. Found: %C=6895%H=477.%N=17.68

Example 21,
442-{2-bromobenzoylamino)bsnzoylamino]butanoilc acid. (cpmpound 21).

35
Br (0]
S
u/\/\coou

(compound 21)
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To a suspension of 2.00 g (8.01 mmol) of 4-(2-aminobenzoylamino)butancic acid In

20 mL of dry methylene chloride, add 8.38 g (77.00 mmol) of trimethylsilyl chloride

and allow the reaction to reflux for 5 hours. Then place the flask in an ice bath and

add 1.17 g (11.55 mmol) of triethylamine and a solution of 1.68 g (7.70 mmol) of 2-

5 bromobenzoyl chloride dissolved In 5 mL of dry methylene -chloride. :Allow the

reaction to stir for 30 minutes in an ice bath and 24 hours at room temperature.

Eliminate the solvent at low pressure, add 30 ml of 10% NaOH to the crude product

and continue stiming the mixture until the oil has .completely disappeared.

Immediately acidify with concentrated HCI, filter the resulting solid and wash several

10 times with water and with ether. Finally, purify by recrystallization (EtOH/H20). This

yields 1.95 g (683%) of 4-[2«(2-bromobenzoylamino)benzoylamino] butanoic acid as a
cream-coloured solid.

M.P.: 117-118°C g
15 IR(ATR): v 3280, 3176, 1731, 1654 1628, 1598, 1557, 1510 1444, 1428 1312,
1286, 1251, 1166, 743, 664 cm™!
'H-NMR (400 MHz, DMSO): 51.74 (m, 2 H, -CHrQHz:CHr) 2.26 (t, 2 H, J=73Hz,
-CHCO-), 3.23-(m, 2 H, -CH-N-), 7.21 (m, 1 H, aromatic), 7.45 (m, 1 H, aromatic),
7.53 (m, 2 H, aromatic, 7.61 {m, 1 H, aromatic), 8.53 {m, T H, aromatic), 8.81 (t, 1 H,
20 J=5.28 Hz, -NH-CHz), 11.84 (s, 1 H, -COOH), 12.03 (8, 1H, -NH) ppm
3¢ NMR (100 MHz, DMSO); 5 24.1, 31.1, 38.8, 118.6, 120.4, 121.1, 123.3, 128.1,
128.2, 128.7, 131 7. 132.0, 133.2, 138.5, 138.6, 165.2, 168.1, 1742ppm
MS CiaHi7N20,""Br m/z (%): 404 (M*, 1), 303 (32), 257 (20), 238 (20), 221 (22), 185
(100), 178 (12), 157 (31) 143 (286), 119(60). 80 (31), 76 (41), 50 (39)
25
Elemental analysis of CgH17BrN2O,

Calculated: % C=53.35, % H=4.23; N=8.91
Q Found: % C=5332,%H=4.26%N=6.89

Example 22,
4-[2-{3-chiorobenzoylamino)benzoylamino]butanoic acid. (compound 22).

Uj\H N/\/\COOH

(compound 22)

35

To a suspension of 2.00 g (9.01 mmol) of 4{2-aminobenzoylamino}butanpic acid in
40 20 mL of dry methylene chioride, add 8.38 g (77.00 mmqi) of trimethyisiiyl chloride
and allow the reaction to reflux for 5 hours. Then place the flask in an ice bath and
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add 1.17 g (11.55 mmol) of triethylamine and a solution of 1.35 g (7.70 mmol) of 3-
chiorobenzoyl chioride dissolved in 5 mL of dry methylene chioride. Allow the
reaction to stir for 30 minutes in an ice bath and 24 hours at room temperature.
Eliminate the solvent at low pressure, add 30 ml of 10% NaOH to the crude product
5 and continue stiring the mixture until the oil has completely disappearéd.
Immediately acidify with concentrated HCI and extract several times with ethyl
acetate. Dry the organic phase with MgSO,-anhydrous and eliminate at low pressure.
Wash the crude product several times with ether and finally, purify by recrystallization
(EtOH/H;0). This vyields 083 g (30%) of 4-[2-(3-chlombanzoylamlno)
10 benmylamlno]butanolc acid as a cmam-ooloured solid. .

M.P.: 165-188°C
IR(ATR): v 3307, 3159, 1741 1721, 1689, 1626, 1589, !523 1447, 1419, 1326
1308, 1256, 1180, 759 cm™

15 1H-NIIR (400 MHz, DMSO): 51.78 (m, 2 H, -CH-CH ;CH;-I. 230(t,2H,J= 70 Hz, !
-CH2-CO-), 3.30 (m, 2 H, -CH2-N-), 7.21 (m, 1 H, aromatic),.7.56 (m, 1 H, aromatic),
7.85 (m, 1 H, aromatic), 7.71 {m, 1 H, aromatic), 7.84 (m, 2 H, aromatic), 7.91 (m, 1
H, aromatic), 8.57 (m, 1 H, aromatic), 8.88 (t, 1 H, J = 5.3 Hz, -NH-CHz-), 12.05 (s; 1
H, -COOH), 12.57 (s, 1H, -Ph-NH) ppm

20 YC NMR (100 MHz, DMSO); 5 24.1, 31.1, 38.6, 120.4, 121.1, 123.3, 127.8, 128.2,
128.9, 120.8, 130.2, 131.7, 132.0, 1363 138.5, 164.3, 168.2, 174.1 ppm. .
MS m/z (%): 360 (M* 8), 323 (5), 258 (38), 238 (41), 213 (19), 139 (100) 120 (64),
119 (95), 111 (98), 92 (55), 75 (40), 65 (32), 50 (28), 39 (39)

25 Elemental analysis of C1gH1yCIN2O, "

Calculated: % C=58.02;: % H=4.75; % N=7.78
Found: %C=5987,%H=4.78,%N=7.78

The activity of all compounds of the examples described above was studied In
animals according to the following experimental model:

1. Purpoae and rationale s

35 Evaluate the absorption of the test product when adminlstered by intracolonic route
to rats, whether or not in the presence of adjuvants. The plasma concentration is
measured by assaying the Factor Xa-Inhibition capacity. The rat is used because lt Is
one of the specias commonly used in this type of test. "

40 2. Description of the test method

2.1. Experimental system :
¢ Description: Wistar male rats, acquired from an accradrted supplier.

¢ Woeight 200-250 g
45 e Age 9 to 11 weeks
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2.2, Mode of administration . .
One intracolonic administration.

5 2.3. Dosage lavels and administration volume

¢ Dosage level 30 mg/kg of test product + 30 mg/kg of adjuvant
¢ Administration volume 1 mikg
10 2.4.Vehicle .

25% (v/v) propyiene glycol in bidistilled water. After dissoiving the test product:-along
with the adjuvant If applicable, adjust the pH to approximately 7.4 with NaOH. .

15 3.5. Experimental design
The animals will be in fasted state for approximately 18 h with free access to water -

The animals will be randomized to the various experlmantal groups,: with one
20 remaining animal as a reserve per group: .

On the day of the test, the treatments will be administered by intracolonic ‘route,
following anaesthesia with ketamine. Administration will be done using a catheter of
approximately 8 cm, connected to a 1-mi syringe. The catheter will be introduced In

25 its entirety into the colon through the anus and the test product -wIII be admlnlstered
slowly into the colon. .

Following the administration of the test product, within the times established in the
table, a citratad blood sample (3.8% at a ratio of 1:8) will be drawn by Intmcardlac
. puncture under anaesthesia with ketamine. :

Blood centrifugation: 3000 rpm, 10 minutes, 4° C. Plasma fraezlng (-20 + 5° C) until
determining the antl-Factor Xa activity.

35 A control group that will receive no treatment will be included, simply that one-blood
sample will be drawn per animal under the same conditions  as the treatment group,
with considered to be the baseline value of anti-Xa activity. ° )

The antl-Xa activity will be assaysd by the chmmogemc method (antl-FXa activity
40 assay Kkit).

3. Evaluation of the results

The mean, the standard deviation (RSD) and the standard error.of the mean of each
45 experimental group will be calculated for each parameter.-If considered adequate,
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1he values obtained in the different experimental gmups will be compared by a
statistical analysis.
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CLAIMS
1)  Amino acid diamides in non a position of formula (1)
5
0 X
| | =
I XN S
H
I/ # & NH——(CHg)~—COOH
1
n=2t8
10

(1)
wherein R, is selected from amongst the group conslsting of -functional groups alkyl, .
halogen, NO,;, OH, OCHj either alone or assoclated and R; is selected from the
15 group consisting of functional groups H, alkyl, halogen, NO2, OH, OCH3, which are
useful as adjuvants for the administration of biological active agents. : - -

2) Compounds according to clalm 1, characterised in that they they present the .
following structure:
20

OH

0% \\H—{CH,), —COOH
n=2t08
(2

25
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3) Compounds according to claim 1, characterised in that they they present the
following structure:

0
DHL”’E
Cl H'—(CHQ),,'—- COOH

n=2t8
(3)

4) Compounds according to claim 1, characterised in that they present the
following structure:

10

u/\/\COOH

15

n=2%w8
(4)

5) Pharmaceutical composlitions according to claims 1 to 4, characterised in that
they comprise heparin ollgosacchandes and at least one compound from
formula (1)

8) Phamaceutical compositions according to claim 5, characterised in that they
25 comprise compounds according to formula (2) and glycosammoglycan
oligosaccharides.

7) Pharmaceutical compositions according to claim 5, characterised In that they
comprise compounds according to formula (3) and glycosaminoglycan
30 oligosaccharides.

8) Pharmaceutical compositions according to claim 5, characterised in that they
comprise compounds accerding to formula (4) and glycosaminoglycan
oligosaccharides.

35

9) Pharmacsutical compositions according to claims 5 and 8, characterised in

that they comprise at least one compound of structure
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10) Phamaceutical compositions according to claims 5 and 7, characterised In
that they comprise at least one compound of structure _

0
jog.
cl H/\/\COOH

15 11) Phamaceutical compositions according to claims 5 and 8, characterised in
that they comprise at least one compound of structure :

OH O /?
fog
H
OzN o H/\/\COOH

12) Phamaceutical compositions according to any of the preceding claims,
characterised in that they comprise compounds according to formula (1) and at
25 least one active agent selected from the group composed of heparin,
darmatan sulphate, condroitin sulphate, heparan sulphate and oligosaccharide

derivatives.

5 and Bemiparin.

10

and Bemiparin.

20
and Bemiparin.

13) Use of a compound according to any of the claims 1 to 4 for the manufacture
30 of an antithrombotic medication. ,
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14) Use of a compound according to any of the claims 1 to 4 for the manufacture
of a medication for the treatment of a disease selected from the group
composed of inflammation, cancer and allergy.
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Intracolonic absorption in rat (30+30 mg/kg)

25 R
2
E 18 l \ —eo— Bamiparin
3 ' —a—Bemip.+ Ex.4
B l L ﬁ\\k ~ - Bemip.+ Ex.5
lg' / H W —»—Bemip.+ Ex.8
0,5 -
0 If"":'———k :
0 1 2 3 4
time (h)
3 Fig. 1.
intracolonic absorption In rat (30+30 mg/kg)
3,5
3
N
E 2': J&\\ —o—Bemip.+ Ex.10
% .5 j] \ \ —=—Bemip.+ Ex.11]|.
:'_; '1 4 1/ \ ‘-.} — —Bamip.+ Ex.17
0,5 \
0 & T Y r
0 1 2 3 4
time (h)
10 Flig. 2
15
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lnlracolpnlc absorption in rat (30+30 mg/kg)
35 .
3
AN

T |
%15 I/ L ——RO-14+Ex4]|
= o.; I \\

od —_—

0 1 2 3 4 5
time (h)
5 Fig. 3
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DIAMIDAS DE AMINOACIDOS EN POSICION NO o UTILES COMO

ADYUVANTES PARA LA ADMINISTRACION DE AGENTES BIOLOGICOS
ACTIVOS

CAMPO DE LA INVENCION -

La presente invencion se refiere a nuevas diamidas de aminodcidos en
posicién no « Gtiles como adyuvantes para la administracién de ingredientes activos
biolégicos. Los compuestos segun la invencién facilitan la administracién oral, intra-
duodenal, intracolénica y puimonar de heparina, heparinas de bajo peso molecular,
heparinas de muy bajo peso molecular y otros glicosaminoglicanos y derivados.

ESTADO DE LA TECNICA

La heparina se usa actualmente en administracién parenteral para prevencién
y tratamiento de la trombosis venosa profunda. La heparina y los derivados
relacionados resultan ineficaces o se destruyen en el tracto gastro-intestinal por
hidrélisis dcida o enzimédtica. Adicionaimente, el tamafio y la carga i6nica de las
moléculas podrian impedir la absorcién.

Se han empleado varios adyuvantes (por ejemplo, agentes tensoactivos no
ibnicos) para mejorar la absorcion oral de la heparina. Recientemente, se han
utilizado aminodcidos modificados para facilitar la administracién de varios agentes
biolégicos, en particular la heparina (WO 98/34632, WO 01/51454, WO 97/36480).

Estos compuestos son esencialmente derivados del écido 4-amino-

fenilbut(rico:
HHN—Qcm—cHQ—cHZ—ooon
Estructura A

T. enMeaiom,

&



2
y varias amidas tales como:
0
| s NH—(CH,),—COOH
.
5 F/
Estructura B
En particular los derivados siguientes
10
|
C
OH ﬁ \lil—(cH,) —COOH
Cu H
I
H
Estructura C

15 Se reivindican como agentes que facilitan la absorcion oral de productos biolégicos,
fundamentalmente los derivados relativos a n=2 y n=5 (WO 97/36480)

DESCRIPCION DE LA INVENCION

20
En el marco de sus investigaciones sobre la absorcién oral de la heparina, la
solicitante ha descubierto una nueva familia de productos quimicos que facilitan y

Cfd
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aumentan considerablemente la absorcién oral de la heparina y de sus derivados de
bajo peso molecular, sobre todo por la via col6nica.

Estos productos tienen la estructura siguiente

o AN
| R
| A c\N/ P s
|
H
Va Z O/C\NH—(CHQ),,——OOOH

enlacual:n=2a8

en donde R; se selecciona del grupo formado por los grupos funcionales alquil,
halégeno, NO2, OH, OCHj, solos o asociados y Ra2 se selecciona del grupo formado
por los grupos funcionales H, alquil, halégeno, NO2, OH, OCHs.

Estos productos son nuevos. Las investigaciones llevadas a cabo por la solicitante
han demostrado la originalidad de la estructura. En efecto, la solicitante ha podido
demostrar que los productos precedentemente mencionados, estructura C, n=3
(ejemplo 1) y n=5 (ejemplo 2), sintetizados por la solicitante no tienen ningun efecto
sobre la absorcién colénica en la rata de una heparina de bajo peso molecular
(bemiparina). Del mismo modo los productos que tienen la estructura D, n=3
(ejemplo 3).

™ ﬁ _ANH——(CH,)——COOH
.~ f

¢

I—=Z

Estructura D

crl
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sintetizados por la salicitante no tienen ninglin efecto sobre la absorcién coldnica de
bemiparina (ver tabla1).

En |a tabla 1, se muestra la Actividad anti Xa/ml en plasma tras administracién
5 intracoldnica en rata de Bemiparina y de la asociacién de Bemiparina junto con los
compuestos de los ejemplos 1, 2 y 3, tal y como se muestra en la misma:

Tiempo post-administracién (h)
. Dosls
Tratamiento | Via admén. 0.5 2 4
(mg/kg)
Bemiparina | intracolénica 30 0.103 0.222 0.345
Bemi. + @j. 1 | intracoldnica | 30 + 30 0.299" 0.196 0.147
Bemi. + @j. 2 | intracolénica | 30 + 30 0.367 0.193 0.111
Bemi. + ej. 3 | intracolénica | 30 + 30 0.520 0.316 0.240
(Tabla 1)
10
Estos resuftados tienden a mostrar la importancia de la unién hidrégeno entre los
dtomos O e H de los productos de la invencién,
AN
o1 A
2 I N c\,il/ A
H,
3 ya P ""'O/C\N _{CHy)——COOH
Ry |
15 H

Otra caracteristica de la invencién se refiere a la importancia de la naturaleza y de la
posicién del sustituyente R, asf como de la longitud de la cadena (valor de n).

Qe
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La solicitante ha descubierto también que los derivados que tienen los sustituyentes
Cl o NOz en posicién 3 son por lo menos tan activos como los derivados que tienen
un OH en posicién 1.

Entre los productos de la invencién los productos preferidos son los que
comesponden a n=3 y a los sustituyentes OH (ejemplo 4), Cl (ejemplo 17), NO-
(ejemplo 11).

Los productos de la invencién son utilizables en forma de 4cido o en forma de sal
soluble, biolégicamente aceptable, o bien de una composicion famacéutica
conteniendo una heparina o un derivado de heparina {éster, amida, oligosacdridos,
etc) as/ como un adyuvante conocido por su accién favorable (polietilenglicol,
alginato, chitosén y derivados, propilenglicol, carbopol, eic).

Una de las composiciones preferidas consiste en asociar uno de los productos
descritos anteriormente con una heparina de bajo peso molecular como bemiparina
para un uso por via oral en la prevencion y el tratamiento de la trombosis venosa y
arterial.

Otra aplicacién de los productos de la invencion consiste en asociarlos a cualquier
derivado no anticoagulante de la heparina para una utilizacién por via oral en
ambitos tales como la inflamacién, la alergia y el cdncer.

De un modo general los productos de la invencién favorecen la absorcién oral, sobre
todo por la via colénica, de glicosaminoglicanos y oligosacdridos de
glicosaminoglicanos.

Las propiedades de los productos de la invencién han sido estudiadas en un modelo
experimental descriio mds adelante y que consiste en medir la absorcién
intracolénica en la rata de una heparina de bajo peso molecular, bemiparina, de

7
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masa molecular media de alrededor de 3.500 daltons y de actividad anti — Xa de
alrededor de 100 unidades/mg.

Los resultados obtenidos muestran, en particular para los productos de los ejemplos
4 (ver figura 1), 11 y 17 (ver figura 2), un fuerte aumento de la absorcién de
bemiparina medida por la actividad plasmética anti — Xa.

En la Figura 1 se aprecia la absorcién intracolénica en rata de bemiparina y de los
compuestos de los ejemplos 4, 5 y 9, que se muestran méds adelante.

En la Figura 2 se aprecia la absorcién intracolénica en rata de los compuestos de los
ejemplos 10, 11 y 17, que se muestran méas adelante.

Otra ventaja de los productos de la invencion y de su interds como agentes que
aumentan la absorcién oral de oligosacéridos derivados de la heparina ha sido
demostrada por el estudio de la absorcién intracolénica de una heparina de muy bajo
peso molecular, RO-14, (2.500 dalions, 80 a 100 unidades anti — Xa/mg). La
composicién farmacéutica RO-14 + producto del ejemplo 4 (ver figura 3), muestra
una actividad anti — Xa elevada y de larga duracién.

En la Figura 3 se muestra la absorcién intracolénica en rata de asociacién de la
composicién farmacéutica RO-14 junto con el producto del ejemplo 4.

A continuacion se ofrecen una serle de ejemplos con el fin de clarificar la invencién,
sin carécter limitativo sobre el alcance de la invencién. Estos ejemplos describen el
procedimiento de preparacion de los compuestos 1 a 22 indicados a continuacion,
asl como su efecto potenciador de la absorcién intracolénica de la heparina de bajo
peso molecular, Bemiparina.
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Ejemplo 1.
Acido 4{4-(hidroxibenzoilamino)benzoilamino]butanoico. (compuesto 1).

o)
OH O /@)kﬁl’\\/\coo“
C(LN
H

(compuesto 1)

A una disolucién de 4,41 g (18,69 mmoles) de 4-(4-aminobenzoilamino)butanoato de
maetilo disueltos en 80 ml de acetato de etilo, se le adiciona muy lentamente, 2,49 g
(15,97 mmoles) de cloruro de 2-hidroxibenzofio disueito en 10 mi de acetato de etilo.
A continuacién, se afiade 1,61 g (15,97 mmoles) de trietilamina y la mezcla de
reacciéon se mantiene a temperatura ambiente durante 24 horas. Se elimina el
disolvente a presién reducida y al crudo de reaccién se le afiade 40 mi NaOH 10 % y
la mezcla se mantiene con agitacién hasta la total desaparicién del sélido.
Seguidamente, se acidula con dcido clorhidrico concentrado, se filtra el sdlido
formado y se lava varias veces con agua. El producto de reaccién se purifica por
recristalizacion (EtOH/H;O). Se obtienen 148 g (27%) de écido 4-[4-(2-
hidroxibenzoilamino)benzoilamino]butanoico como sélido blanco.

P.f.:211-213°C

IR (KBr): v3360, 2970, 2680, 1700, 1665, 1620, 1540, 1510, 855, 770, 750, 685 cm™
H RMN (DMSO, 400 MHz): 51.75 (m, 2 H, -CHz-), 2,27 (1, 2 H, J = 7,2 Hz, -CHx-CO-
), 3,27 (m, 2 H, -CHz-N-), 6,97 (m, 2 H, arométicos), 7,43 (m, 1 H, arométicos), 7,79
(d, 2 H, J= 8,5 Hz, aromdticos), 7,85 (d, 2 H, J = 8,5 Hz, arométicos), 7,94 (m, 1 H,
aromaticos), 8,39 (t, 1 H, J= 5,3 Hz, -NH-CH>-), 10,51 (s, 1 H, -NH-Ph) ppm

3¢ RMN (DMSO, 100 MHz): 24,6, 31,6, 38,6, 117,2, 1179, 119,1, 119,8, 127.9,
129,3, 129,9, 133,7, 140,7, 158,0, 165,6, 166,4, 174,2 ppm
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EM m/z (%): 342 (M", 4), 324 (5), 239 (19), 204 (18), 168 (21), 120 (100), 92 (19), 65
(33)

Andlisis elemental de CgH1gN205

Cakulado: % C=63,15; % H=5,30; % N=8,18
Encontrado: % C =63,10; % H=5,32; % N =8,04

Ejemplo 2.
Acido 6-{4-{2-hidroxibenzoilamino)benzollamino]hexanoico. {compuesto 2).

o]
OH O /O)kﬁ/\/\/\COOH
N
H

(compuesto 2)

A una disolucién de 2,81 g (10,64 mmoles) de 6-(4-aminobenzoilamino)hexanoato
de metilo disueltos en 50 ml de acetonitrilo, se le adiciona muy lentamente, 1,42 g
(9,10 mmoles) de cloruro de 2-hidroxibenzoflo disuelto en 5 ml de acetonitrilo. A
continuacién, se afiade 0,92 g (8,10 mmoles) de tristilamina y la mezcla de reaccién
se mantiene a temperatura ambiente durante 24 horas. Se elimina el disolvente a
presién reducida y al crudo de reaccién se le afiade 30 ml NaOH 10 % y la mezcla
se mantiene con agitacién hasta la total desaparicién del sélido. Seguidaments, se
acidula con édcido clorhidrico concentrado, se filtra el sélido formado y se lava varias
veces coh agua. El producto de reaccién se purifica por recristalizacién (EtOH/MH.0).
Se obtienen 1,11 g (33%) de écido 6-[4-(2-hidroxibenzoilamino)benzoilamino]
hexanoico como sélido blanco.

P.f.: 201-203°C
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IR (KBr):v3330, 3050, 2950, 2680, 2570, 1700, 1675, 1600, 1540, 855, 770, 750 cm!
'H RMN (DMSO, 400 MHz): 5 1,32 (m, 2 H, -CH-CHz-CHz), 1,51 (m, 4 H, -CH,-
CHz-CHy-), 2,20 (t, 2 H, J = 7,3 Hz, -CH2-CO-), 3,23 (m, 2 H, -CH>-N-), 6,97 (m, 2 H,
arométicos), 7,43 (m, 1 H, arométicos), 7,78 (d, 2 H, J= 8,5 Hz, arométicos), 7,84 (d,
2 H, J= 8,5 Hz, arométicos), 7,93 (m, 1 H, arométicos), 8,35 (1, 1 H, J=5,1 Hz, -NH-
CHg), 10,51 (8, 1 H, -NH-Ph), 11,62 (s, 1 H, -OH), 11,95 (s, 1 H, -COOH) ppm

3C RMN (DMSO, 100 MHz): § 14,2, 24,5, 25,5, 28,6, 34,1, 60,3, 68,5, 114,3, 125,9,
164,1, 173,5 ppm

EM m/z (%) 263 (M-18, 3), 236 (4), 218 (2), 172 (5), 143 (20), 115 (16), 97 (49), 69
(100), 55 (49), 41 (65)

Andlisis elemental de CaoH22N205

Calculado: % C =64,85; % H =5,99; % N = 7,56

Encontrado: % C=64,51; % H=5,86; % N=7,45

Elemplo 3.
Acido 4-[3-{2-hidroxibenzoilamino)benzoilamino]butanocico. (compuesto 3).

OH O y
@)kﬁ N\ _~\_-COOH
o)

(compuesto 3)

A una disolucién de 2,60 g (11,00 mmoles) de '4-(3-amlnobenzoilamino)butanoato de
metilo disueltos en 25 ml de acetato de etilo se le adiciona, muy lentamente 1,40 g
(10,00 mmoles) de cloruro 2-hidroxibenzoilo disuelto en 5 ml de acetato de etilo. A
continuacion, se afiade 1,00 g (10,00 mmoles) de Et;N (trietilamina) y la mezcla de

@7
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reaccibn se mantiene a temperatura ambiente durante 24 horas. Se elimina el
disolvente a presién reducida y al crudo de reaccién se le afiade 40 ml NaOH 10 % y
la mezcla se mantiene con agitacién hasta la total desaparicién del aceite.
Seguidamente, se acidula con HCI concentrado, se filtra el sélido formado y se lava
varias veces con agua. El producto de reaccién se purifica por recristallzacién
(EtOH/H20). Se obtienen 1,60 g (48%) de dcido 4-[3-(2-hidroxibenzoilamino)
benzoilamino]butanoico como sélido blanco.

P.f.:172-174°C

IR(ATR): v 3291, 2840, 1714, 1611, 1551, 1455, 1335, 1232, 1214, 878, 817, 735
cm™!

"H RMN (DMSO, 400 MHz): 5 1,77 (q, 2 H, J= 7,0 Hz, -CHz-), 228 (t, 2 H, J= 7,4
Hz, -CHx-CO-), 3,28 (m, 2 H, -CHx-N-), 6,97 (m, 2 H, arométicos), 7,43 (m, 2 H,
aromaticos), 7,59 (m, 1 H, arométicos), 7,87 (m, 1 H, arométicos), 7,98 (m, 1 H,
arométicos) 8,12 (m, 1 H, aromdticos), 8,50 (t, 1 H, J = 5,0 Hz, -NH-CH-), 10,50 (s,
1 H, -NH-) ppm

3C RMN (DMSO, 100 MHz): 5 24,5, 31,2, 38,7, 117,3, 117,4, 119,1, 120,2, 122,7,
123,5, 128,6, 129,1, 133,8, 135,4, 138,2, 158,5, 166,1, 166,7, 174,2 ppm

EM m/z (%): 238 (M*-104, 61), 210 (3), 186 (2), 160 (3), 137 (9), 119 (100), 120 (30),
92 (50), 91 (12), 65 (31) :

Andlisis elemental de C;gH1sN205
Calculado: % C=63,14;%H=5,31;%N=8,18

Encontrado: % C =63,01; % H=5,23; % N =8,21

Elemplo 4.
Acido 4{2-(2-hidroxibenzoilamino)banzollamino]butanoico. (compuesto 4)
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H’\/\coou

(compuesto 4)

A una suspension de 2036 g (91,71 mmoles) del é&cido 4-(2-
aminobenzoilamino)butanoico en 200 ml de cloruro de metileno seco se le adicionan
42,33 g (391,92 mmoles) de cloruro de trimetilsililo y se deja la reaccién a reflujo
durante 5 horas. A continuacion, se introduce el matraz en un bafio de hielo y se le
ahaden 11,87 g (117,57 mmoles) de trietilamina y una disolucién de 15,52 g (78,38
mmoles) del cloruro de acetilsaliciloflo disuelto en 20 ml de cloruro de metileno seco.
La reaccién se deja agitando durante 30 minutos en bafio de hielo y 24 horas a
temperatura ambiente. Se elimina el disolvente a presién reducida y al crudo de
reaccién se le anade 200 ml NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con agitacién
hasta la total desaparicién del aceite. Seguidamente, se acidula con HCI
concentrado, se filtra el sélido formado y se lava varias veces con agua y con éter. El
producto de reaccién se purifica por recristalizacién (EtOH/H20). Se obtienen 21,66
g (81 %) de acido 4-[2-(2-hidroxibenzoilamino)benzoilaminojbutanoico como sélido
blanco.

Pt :173-174 °C

IR(ATR): v 3322, 2825, 2852, 1688, 1652, 1633, 1597, 1529, 1448, 1260, 1228, 756

cm”!

TH RMN (DMSO, 400 MHz): 51,76 (q, 2 H, J=7,0 Hz, -CHz-), 2,28 (t, 2 H, J=7,3 Hz,
-CHCO-), 3,27 (m, 2 H, -CH>N-}, 6,96 (m, 2 H, aromdticos), 7,20 (m, 1 H,
aromatico), 7,42 (m, 1 H, aromatico), 7,50 (m, 1 H, aromético), 7,68 (m, 1 H,
aromético), 7,83 (m, 1 H, aromético) 8,48 (m, 1 H, aromético), 8,50 (t, 1 H, J=5,0
Hz, -NH-CHz-), 11,62 (Sancho, 1 H, -OH), 12,03 (8ancho, 1 H, -COOH), 12,19 (s, 1 H, -
NH-Ph) ppm
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3¢ RMN (DMSO, 200 MHz): § 24,2, 31,1, 38,9, 117.2, 117,9, 118,3, 121,7, 123,1,
123,3, 128,1, 129,2, 131,3, 133,7, 137,8, 158,1, 165,5, 168,1, 174,2 ppm

EM miz (%): 342 (M", 5), 265 (4), 239 (100), 222 (11), 121 (50), 120 (64), 119 (62),
92 (54), 77 (10), 65 (53), 39 (39)

Andlisis elemental de CigH1gN205

Calculado: % C=63,15;%H=5,30;% N=8,18
Encontrado: % C =63,15;% H=5,38; % N=8,15

Ejempio 5.
Acido 5-{2-{2-hidroxibenzoilamino)benzollamino]pentanocico. (compussto 5).

OH O
i
Y

(compuesto 5)

A una suspensibn de 161 g (6,81 mmoles) del dcido 5-(2-
aminobenzoilamino)pentanocico en 20 mi de cloruro de metileno seco se le adicionan
1,41 g (11,94 mmoles) de cloruro de trimetilsililo y se deja la reaccién a refiujo
durante 5 horas. A continuacién, se introduce el matraz en un bafio de hielo y se le
afiaden 0,88 g (8,73 mmoles) de trietilamina y una disolucién de 1,15 g (5,82
mmoles) del cloruro de acetilsaliciioflo disuelto en 5 ml de cloruro de metileno seco.
La reaccién se deja agitando durante 30 minutos en bafio de hielo y 24 horas a
temperatura ambiente. Se elimina el disolvente a presién reducida y al crudo de
reaccion se le afiade 20 mi NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con agitacién hasta
la total desaparicién del aceite. Seguidamente, se acidula con HCI concentrado, se
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filtra el sélido formado y se lava varias veces con agua y con éter. El producto de
reacclén se purifica por recristalizacién (EtOH/H;0). Se obtienen 1,26 g (61 %) de
acido 5-[2-(2-hidroxibenzoilamino) benzoilamino]pentanoico como sdlido blanco.

P.1.: 168-170°C

IR (ATR): v 3310, 1698, 1648, 1626, 1597, 1521, 1269, 1223, 1138, 746 cm’

H RMN (400 MHz, DMSO): §1,54 (m, 4 H, -CH>CHz-CH.-CHz), 2,21 (t, 2 H, J=7,2
Hz , -CH,-CO), 3,26 (m, 2 H, -CHz-N-), 6,97 (m, 2 H, arométicos), 7,18 (m, 1 H,
aromdtico), 7,40 (m, 1 H, aromético), 7,51 (m, 1 H, aromdtico), 7,67 (m, 1 H,
aromético), 7,84 (m, 1 H, aromético), 8,47 (m, 1 H, aromética), 8,72 (t, 1 H, J=5,4
Hz, -NH-CH,-), 11,62 (s, 1 H, -OH), 11,98 (s, 1 H, -COOH), 12,18 (s, 1 H, -NH-Ph)
ppm

¥C RMN (200 MHz, DMSQ):§ 22,0, 28,3, 33,3, 38,9, 117.2, 118,0, 119,3, 121,74,
123,2, 123,5, 128,0, 129,3, 131,3, 133,7, 137,8, 158,0, 165,5, 168,0, 174,4 ppm

EM m/z (%): 356 (M*, 1), 337 (9), 239 (72), 119 (100), 99 (18), 92 (59), 77 (15), 65
(48), 41 (25)

Andlisis elemental de CygHagNsOs

Calculado: % C =64,04; % H=5,66; % N =7,86
Encontrado: % C =63,90;: % H =5,60; % N =7,75

Ejemplo 6.
Acido 8-[2-(2-hidroxibenzoilamino)benzollamincjoctanocico. (compussto 6).

OH Q ?
@)LN
H
H/\/\/\/\GOOH

ro!
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(compuesto 6)

A una suspension de 200 g (720 mmoles) del é&cido 8-(2-
aminobenzoilamino)octanoico en 25 mit de cloruro de metileno seco se le adicionan
1,36 g (12,60 mmoles) de cloruro de trimetilsililo y se deja la reaccién a refiujo
durante 5 horas. A continuacién, se introduce el matraz en un bafic de hielo y se le
afiaden 0,93 g (9,22 mmoles) de trietilamina y una disolucién de 1,21 g (6,15
mmoles) del cloruro de acetilsaliciloflo disuelto en 5 ml de cloruro de metilenc seco.
La reaccién se deja agitando durante 30 minutos en bafio de hielo y 24 horas a
temperatura ambients. Se elimina el disolvente a presién reducida y al crudo de
reaccion se le afiade 20 mINaOH 10 % y la mezcla se mantiene con agitacién hasta
la total desaparicién del aceite. Seguidamente, se acidula con HCI concentrado, se
fitra el sélido formado y se lava varias veces con agua y con éter. El producto de
reaccion se purifica por recristalizacién (EtOH/H20). Se obtienen 1,41 g (58 %) de
dcido 8-[2-(2-hidroxibenzoilamino)benzoilaminojoctanoico como sdélido blanco.

P.f.: 124-125°C

IR (ATR): v 3310, 2931, 2855, 1698, 1654, 1627, 1585, 1526, 1495, 1448, 1409,
1361, 1315, 1268, 1222, 1196, 1168 cm™

TH RMN (400 MHz, DMSO): 51,25 (m, 6 H, -CHz-CHz-CHz-CHp-CHz-CH2-CHz-), 1,46
(m, 4 H, -CH2-CHz-CH=-CH-CH2-CHz-CH2-), 2,14 (t, 2 H, J=7,5 Hz , -CH>-CO), 3,23
(m, 2 H, -CHz-N-), 6,95 (m, 2 H, arométicos), 7,18 (m, 1 H, aromético), 7,41 (m, 1 H,
aromatico), 7,50 (m, 1 H, aromético), 7,65 {m, 1 H, aromatico), 7,84 (m, 1 H,
aromaético), 8,44 (m, 1 H, aromético), 8,67 (1, 1 H, J =5,7 Hz, -NH-CHz-), 11,61 (s, 1
H, -OH), 11,90 (s, 1 H, -COOH), 12,13 (s, 1 H, -NH-Ph) ppm

BC AMN (200 MHz, DMSO):§ 24,5, 26,4, 28,50, 28,52, 28,8, 33,6, 39,2, 117,2,
1179, 119,3, 121,8, 123,2, 123,8, 128,0, 129,2, 131,2, 133,7, 137,7, 158,1, 165,5,
167.9, 174,5 ppm

EM m/z (%): 398 (M*, 1), 379 (3), 351 (2), 278 (5), 251 (6), 239 (94),197 (9), 137
(11), 119 (100), 100 (17), 92 (51), 77 (B), 65 (37), 41 (20)

(ot
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Andlisis elemental de C1gH2nN20s

Calculado: % C =66,32; % H=6,58,% N =7,03
5 Encontrado: % C =66,03; % H=6,47; % N=7,05

Elemplo 7.
Acldo 6-{2-(2-hidroxibenzollamino)benzoilamino]hexanoico. (compuesto 7).

OH Q
SRs
N~ coon

(compuesto 7)

10

15 A una suspensibon de 030 g (1,20 mmoles) del 4&cido 6-(2-
aminobenzoilamino)hexanoico en 5 ml de cloruro de metileno seco se le adicionan
0,23 g (2,10 mmoles) de cloruro de trimetilsililo y se deja la reaccién a reflujo durante
5 horas. A continuacién, se introduce el matraz en un bafio de hielo y se le afiaden
0,15 g (1,53 mmoles) de trietilamina y una disolucién de 0,20 g (2,05 mmoles) del
20 cloruro de 2-acstilsaliciloflo disuelto en 5 ml de cloruro de metileno seco. La reaccién
se deja agitando durante 30 minutos en bafno de hielo y 24 horas a temperatura
ambiente. Se elimina el disolvente a presién reducida y al crudo de reaccion se le
efiade 10 ml NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con agitacién hasta la total
desaparicién del aceite. Seguidamente, se acidula con HCI concentrado, se filtra el
25 sélido formado y se lava varias veces con agua y con éter. El producto de reaccion
se purifica por recristalizacién (EtOH/H20). Se obtienen 0,24 g (62 %) de 6-[2-(2-

hidroxibenzoilamino)benzoilamino]hexanoico como sélido blanco.
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P.f.: 165-167 °C

IR (ATR): v 3348, 2923, 2853, 1688, 1595, 1523, 1493, 1414, 1360, 1272, 903, 815,
759 cm™

'H-RMN (400 MHz, DMSO0):51,31 (m, 2 H, -CH2-CHx-CHz), 1,51 (m, 4 H, -CHx-CHg-
CHz-CHz-CHy-), 2,17 (1, 2 H, J = 7,4 Hz, -CHz-CO-), 3,24 (m, 2 H, -CHz-NH-), 6,96
(m, 2 H, arométicos), 7,18 (m, 1 H, aromético}, 7,41 (m, 1 H, aromético), 7,50 (m, 1
H, aromédtico), 7,66 (m, 1 H, aromético), 7,84 (m, 1 H, aromético), 8,46 (m, 1 H,
aromético), 8,69 (Sancho, 1 H, -NH-CH3-), 11,61 (s, 1 H, -OH), 11,93 (s, 1 H, -COOH),
12,18 (s, 1 H, -NH-Ph) ppm

*C RMN (200 MHz, DMSO):5 24,2, 26,0, 28,5, 33,6, 39,1, 117,2, 118,0, 119,3,
121,8, 123,2, 123,7, 128,0, 129,3, 131,2, 133,7, 137,7, 158,0, '165.4. 167,9, 1744,
PPM

EM m/z (%): 352 (M*-18, 3), 351 (4), 265 (3), 251 (9), 239 (56), 211 (6), 132 (7), 119
(100), 102 (5), 92 (62), 77 (15), 65 (52), 41 (26)

Andlisis elemental de CaoH22N205

Calculado: % C =64,85;% H=5,99; % N = 7,56
Encontrado: % C = 64,57; % H=5,93; % N = 7,57

Elemplo 8.
Acldo 44{2-(2-nitrobenzollamino)benzoilamino}butanoico. (compuesto 8).

NGz
O
H/\/\OOOH

(compuesto 8)
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A una suspensibn de 390 g (17,50 mmoles) del A4cido 4-(2-
aminobenzoilamino)butancico en 40 ml de acetato de etilo seco se le adicionan 3,26
g (17,56 mmoles) de cloruro de 2-nitrobenzollo disuelto en 5 ml de acetato de etilo
seco y 1,76 g de trietilamina. La mezcla de reaccién se deja agitando durante 24
horas a temperatura ambiente. Se elimina el disolvente a presién reducida y al crudo
de reaccidn se le afiade 30 ml de NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con agitacion
hasta la total desaparicién del sélido. Seguidamente, se acidula con HClcc y se
extrae el producto con acetato de etilo. Se elimina el disolvente a presién reducida y
el crudo de reaccién se reorganiza con éter seco obteniéndose un sélido blanco. El
producto de reaccion se purifica por recristalizacién (EtOH/H2O). Se obtienen 3,34 g
(51%) del écido 4-[2-(2-nitrobenzoilamino)benzoilamino]butanoico como sélido
blanco.

P.1: 142-144°C

IR (ATR): v 3348, 2023, 2853, 1688, 1595, 1523, 1493, 1414, 1360, 1272, 903, 815,
759 cm™

TH-RMN (400 MHz, DMSO0):51,73 (m, 2 H, -CHa-CHx-CHz), 2,26 (t, 2 H, J=7,0 Hz, -
CHCO-), 3,24 (m, 2 H, -CHz-NH-), 7,24 (m, 1 H, aromdtico), 7,56 (m, 1 H,
aromatico), 7,80 (m, 4 H, aromaéticos), 8,10 (m, 1 H, aromético), 8,38 (m, 1 H,
aromético), 8,82 (Sancho, 1 H, -NH-CH3-), 12,02 (s, 1 H, -COOH), 12,06 (s, 1 H, -NH-
Ph) ppm

3C RAMN (200 MHz, DMSQ):3 24,1, 31,0, 38,6, 120,8, 121,56, 123,6, 124,86, 128,2,
128,3, 131,5, 131,98, 132,02, 134,1, 138,3, 147,1, 163,3, 168,1, 174,1 ppm

EM m/z (%): 371 (M, 4), 353 (6), 268 (26), 236 (49), 208 (36), 150 (54), 134 (100),
120 (55), 119 (55), 104 (39), 90 (47), 76 (57), 44 (58)

Andlisis elemental de CigH{7NsO0s

Calculado: % C=58,22;% H=4,61;%N=1132
Encontrado: % C=58,15; % H=4,55; % N=11,35
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Elemplo 9.
Acido 3-[2-(2-hidroxibenzollamino)benzollamino]propanoico. (compuesto 9).

OH O

i

COOH
o l’:‘l/\/

(compuesto 9)

A una suspensibn de 05 g (240 mmoles) del 4cido 3-(2-
aminobenzoilamino)propancico en 10 mL de cloruro de metileno seco se le
adicionan 0,45 g (4,20 mmoles) de cloruro de trimetilsililo y se deja la reaccién a
reflujo y bajo argén durante 2 horas. A continuacién, se introduce el matraz en un
bafio de hielo y se le afiaden 0,31 g (3,07 mmoles) de trietilamina y una disolucién
de 0,40 g (2,05 mmoles) del cloruro de 2-acetilsalicicoflo disuelto en 5 ml de cloruro
de metileno seco. L.a reaccién se deja agitando durante 30 minutos en baiio de hielo
Y 24 horas a temperatura ambiente. Se elimina el disolvente a presién reducida y al
crudo de reaccién se le afiade 30 ml NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con
agitacién hasta la total desaparicién del aceite. Seguidamente, se acidula con HCI
concentrado, se filtra el sélido formado y se lava varias veces con agua y éter. El
producto de reaccién se purifica por recristalizacién (EtOH / H20). Se obtienen 0,37
g (66 %) de 3-2-(2-hidroxibenzoilamino)benzoilamino]propancico como sdlido
blanco.

P.1.: 200-202 °C

IR (ATR): v 3331, 3051, 2657, 1718, 1649, 1626, 1593, 1523, 1269, 1225, 904, 853,
749 cm™

TH-RMN (400 MHz, DMSO): § 2,52 (t, 2 H, J = 7,4 Hz, -CH-CO-), 3,46 (m, 2 H, -
CHz=-NH-), 6,87 (m, 2 H, arométicos), 7,18 (m, 1 H, aromético), 741 (m, 1 H,
aromdtico), 7,51 (m, 1 H, aromético), 7,65 (m, 1 H, aromético), 7,85 (m, 1 H,
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aromético), 8,45 (m, 1 H, aromético), 8,79 (Sanche, 1 H, -NH-CH2-), 11,61 (s, 1H, -OH),
12,15 (s, 1 H, -COOH), 12,25 (s, 1 H, -NH-Ph), ppm

3C RMN (200 MHz, DMSO):5 35,4, 35.5, 117,2, 118,02, 119,3, 121,7, 123,1, 123,2,
128,0, 129,4, 131,4, 131,7, 137,8, 157.,9, 165,3, 168,1, 172,7 ppm

EM m/z (%): 328 (M*, 6), 293 (3), 250 (5), 239 (100), 208 (20), 119 (65), 92 (50), 65
(60), 44 (42)

Andlisis elemental de Ci7H1sN2O5

Calculado: % C=62,19;% H=4,91; % N =8,53
Encontrado: % C=61,82; % H=4,72; % N =8,39

Ejemplo 10.
Acido 24{2-{2-hidroxibenzoilamino)benzollamino]etancico. (compuesto 10).

OH O ?
N
G)L“
o H/\COOH

(compuesto 10)

A una suspensibn de 474 g (24,44 mmoles) del 4&cido 2-(2-
aminobenzoilamino)etanocico en 40 ml de cloruro de metileno seco se le adicionan
5,05 g (4,28 mmoles) de cloruro de trimetilsililo y se deja la reaccién a reflujo durante
5 horas. A continuacién, se introduce el matraz en un bafio de hielo y se le afiaden
3,16 g (31,32 mmoles) de trietlamina y una disolucién de 4,13 g (20,88 mmoles) del
cloruro de acetilsalicicoflo disuelto en 10 ml de cloruro de metileno seco. La reaccién
se deja agitando durante 30 minutos en bafio de hielo y 24 horas a temperatura
ambiente. Se elimina el disolvente a presién reducida y al crudo de reaccién se le

=X
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afiade 40 ml NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con agitacién hasta la total
desaparicién del aceite. Seguidamente, se acidula con HCI concentrado, se filtra el
sélido formado y se lava varias veces con agua y con éter. El producto de reaccién
se purifica por recristalizacién (EtOH / H20). Se obtienen 3,54 g (54 %) de 4cido 2-
[2-(2-hidroxibenzoilamino) benzoilamino]etanoico como sélido blanco.

P.f.: 222-224 °C

IR (ATR): v 3286, 2978, 1730, 1650, 1627, 1598, 1584, 1526, 1242, 900, 835, 752
cm’
H-RMN (400 MHz, DMS0):83,95 (d, 2 H, J = 4,9 Hz, -CHz), 6,97 (m, 2 H,
aromdticos), 7,21 (m, 1 H, aromadtico), 7,41 (m, 1 H, aromético), 7,55 (m, 1 H,
aromético), 7,80 (m, 2 H, aromético), 8,52 (m, 2 H, aromético), 8,07 (Sancho. 1 H, -NH-
CHgz), 11,58 (s, 1 H, -OH), 12,18 (s, 1 H, -COOH), 12,70 (s, 1 H, -NH-Ph) ppm
3C-RAMN (200 MHz, DMSO):5 41,2, 117,2, 118,0, 119,3, 121,8, 122,3, 123,2, 128,1,
129,3, 131,8, 133,7, 138,1, 157,9, 165,4, 168,4, 171,0 ppm.

EM m/z (%): 278 (M*-36, 16), 239 (37) 234 (17), 195 (14), 107 (9), 119 (100), 92
(36), 77 (22) 65 (28), 50 (19)

Andlisis elemental de CoH22N205

Calculado: % C =61,14; % H =4,49; % N = 8,91
Encontrado: % C =60,90; % H=4,42; % N = 8,98

Elemplo 11.
Acido 4-[2-(2-hidroxi-4-nltrobenzoilamino)benzollamino]butancico. {compuesto

11).
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OH O
O,N o ﬁ/\/\GOOH

(compuesto 11)

A una suspensibn de 100 g (450 mmoles) del é4cido 4-(2-
aminobenzoilamino)butanocico en 20 ml de cloruro de metileno seco se le adicionan
4,50 g (38,50 mmoles) de cloruro de trimetilsiliio y se deja la reaccién a reflujo
durante 5 horas. A continuacién, se introduce el matraz en un bafio de hielo y se le
afiaden 0,58 g (5,70 mmoles) de trietilamina y una disolucién de 0,77 g (38,50
mmoles) del cloruro de 2-hidroxi-4-nitrobenzoflo disusito en 10 ml de cloruro de
metileno seco. La reaccién se deja agitando durante 30 minutos en bafio de hielo y
24 horas a temperatura ambiente. Se elimina el disolvente a presién reducida y al
crudo de reaccién se le afiade 30 mi NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con
agitacién hasta la total desapariciéon del aceite. Seguidamente, se acidula con HCI
concentrado, se filtra el sélido formado y se lava varias veces con agua y con éter. El
producto de reaccién se purifica por recristalizacién en etanol / H;O. Se obtienen
0,50 g (34 %) del &cido 4-[2-(2-hidroxi-4-nitrobenzoilamino)benzoilamino]butanocico
como sdlido amarillo.

P.1.: 209-211 °C

IR (ATR): v 3378, 2939, 1702, 1592, 1520, 1449, 1420, 1347, 1326, 1300, 1259,
1232, 1215, 1162, 813, 748, 737 cm”

TH-RMN (400 MHz, DMSO0):51,75 (m, 2 H, -CH>-CHx-CHy-), 2,28 (t, 1 H, J = 7,3 Hz,
CHCO-), 3,26 (m, 2 H, -CHzN-), 7,20 (m, 1 H, aromdtico), 7,52 {m, 1 H,
aromaitico), 7,66 (m, 1 H, aromético), 7,74 (m, 2 H, arométicos), 8,10 (m, 1 H,
aromético), 8,49 (m, 1 H, aromético), 8,71 (t, J = 5,4 Hz, -NH-CH>), 12,12 (s, 2 H, -
OH, -COOH), 12,30 (s, 1 H, -NH) ppm
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RC-AMN (200 MHz, DMSO): § 24,2, 31,1, 38,7, 111,4, 113,6, 121,1, 123,5, 124,0,
125,4, 128,1, 131,2 132,1, 137,4, 149,9, 156,8, 162,5, 167,8, 174,2 ppm

EM mvz (%): 284 (M*-103, 55), 253 (4), 238 (16), 222 (1), 211 (2), 182 (8), 154 (9),
146 (13), 119 (90), 92 (47), 63 (48), 53 (21), 30 (100)

Andlisis elemental de C1gH17N3O7

Calculado: % C=5581;%H=4,42;:% N=1085
Encontrado: % C=55,79; % H=4,44; % N = 10,74

Elemplo 12.
Acido 4-[2-{(2-hidroxI-5-nitrobenzollamino)benzollamino]butanolco. (compussto

12).
OH O /?
N
H
H/\/\COOH
NO,

(compuesto 12}

A una suspensibn de 100 g (450 mmoles) del A4cido 4-(2-
aminobenzoilamino)butanoico en 20 ml de cloruro de metileno seco se le adicionan
4,50 g (38,50 mmoles) de cloruro de trimetilsililo y se deja la reaccién a reflujo
durante 5 horas. A continuacién, se introduce el matraz en un bafio de hielo y se le
afiaden 0,58 g (5,70 mmoles) de trietilamina y una disolucién de 0,77 g (38,50
mmoles) del cloruro de 2-hidroxi-5-nitrobenzoflo disuelto en 10 ml de cloruro de
metileno seco. La reaccién se deja agitando durante 30 minutos en bafio de hielo y

11O
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24 horas a temperatura ambiente. Se elimina el disolvente a presién reducida y al
crudo de reaccién se le afiade 30 mt NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con
agitacién hasta la total desaparicién del aceite. Seguidamente, se acidula con HCI
concentrado, se filtra el sélido formado y se lava varias veces con agua y con éter. El
producto de reaccién se purifica por recristalizacién en Dioxano / HoO. Se obtienen
0,99 g (67 %) del dcido 4-[2-(2-hidroxi-5-nitrobenzoilamino) benzoilamino]butanoico
como sélido color crema.

P. f.: 239-241 °C

IR (ATR): ¥3315, 3079, 2626, 1695, 1651, 1631, 1584, 1373, 1334, 1218, 831, 756,
746 cm

TH-RMN (400 MHz, DMSQ):51,75 (m, 2 H, -CH-CHz-CHz-), 2,28 (t, 1 H, J = 6,8 Hz,
-CHzCO-), 3,26 (m, 2 H, -CH>N-), 7,15 {m, 1 H, aromaético), 7,18 (m, 1 H,
aromdtico), 7,53 (m, 1 H, aromético), 7,656 (m, 1 H, aromdtico), 7,26 (m, 1 H,
aromdtico), 8,45 (m, 1 H, aromdtico), 8,70 (m, J = 5,4 Hz, -NH-CHz-), 8,76 (m, 1 H,
aromético), 12,09 (s, 2 H, -OH, -COOH), 12,80 (s, 1 H, -NH) ppm

C.RMN (200 MHz, DMSO): § 24,2, 31,1, 38,7, 117,9, 119,8, 122,2, 123,5, 124,3,
127,2, 128,1, 128,5, 131,1, 137,3, 139,7, 162,0. 162,3, 167,8, 174,2 ppm

EM m/z (%): 369 (M*-18, 1),352 {10), 335 (1), 311 (3), 296 (3), 284 (31), 253 (11),
237 (3), 209 (6), 166 (6), 137 (8), 119 (74), 92 (55), 63 (43), 42 (56), 41 (72), 30
(100)

Andlisis elemental de CygH7N;O7

Calculado: % C=55,81;%H=4,42;% N=10,85
Encontrado: % C = 55,89; % H=4,50; % N = 10,80

Elemplo 13.
Acido 442-(2-hidroxi-4-metoxibenzollamino)benzollamincjbutanoico.

(compuesto 13).

iy,
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OH O /9
N
H
Ha H/\/\coou

(compuesto 13)

A una suspension de 100 g (450 mmoles) del 4&cido 4-(2-
aminobenzoilamino)butanoico en 20 ml de cloruro de metileno seco se le adicionan
4,50 g (38,50 mmoles) de cloruro de trimetilsiliio y se deja la reaccién a reflujo
durante 5 horas. A continuacién, se introduce el matraz en un bafio de hielo y se le
anaden 0,58 g (5,70 mmoles) de trietilamina y una disolucién de 0,71 g (38,5
mmoles) del cloruro de 2-hidroxi-4-metoxibenzollo disusho en 10 ml de cloruro de
metileno seco. La reaccién se deja agitando durante 30 minutos en bafio de hielo y
24 horas a temperatura ambiente. Se elimina el disolvente a presién reducida y al
crudo de reaccién se le afiade 30 ml NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con
agitacién hasta la total desaparicién del aceite. Seguidamente, se acidula con HCI
concentrado, se filtra el sélido formado y se lava varias veces con agua y con éter. El
producto de reacciéon se purifica por recristalizacién en etanol / HO. Se obtienen
0,54 g (38 %) del dcido 4-[2-(2-hidroxi~-4-metoxibenzoilamino)benzoilamino]butanocico
como sdlido blanco.

P.1.: 201-203 °C

IR (ATR): v 3306, 2939, 1711, 1643, 1622, 1582, 1524, 1508, 1438, 1383, 1244,
1208, 1178, 1144, 964, 830, 751, 671 cm™

H-RMN (400 MHz, DMSO0):§ 1,76 (m, 2 H, -CH-CHy-CH2-), 2,29 (t, 1 H, J=7,3 Hz,
-CH=-CO-), 3,29 (m, 2 H, -CHz-N-),3,78 (s, 3 H, -CH3 ), 6,48 (m, 1 H, aromético), 6,58
(m, 1 H, aromético), 7.17 (m, 1 H, aromatico), 7,50 (m, 1 H, aromético), 7,71 (m, 1 H,
aromético), 7,76 (m, 1 H, aromético), 8,45 (m, 1 H, aromético), 8,77 (t, / =5,4 Hz, -
NH-CHz), 12,05 (s, 2 H, -OH, -NH), 12,22 (s, 1 H, -COOH) ppm

/e
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C-RMN (200 MHz, DMSO): 5 24,2, 31,1, 38,7, 55,4, 101,3, 106,7, 109,9, 121,5,
122,6, 122,9, 128,1, 129,9, 131,5, 138,1, 160,9, 163,8, 166,0, 168,2, 174,2 ppm

EM m/z (%): 372 (M*, 3), 353 (2), 269 (84), 228 (16), 222 (17), 182 (4), 151 (100),
120 (58), 119 (59), 92 (47), 65 (24), 52 (12), 30 (53)

Andlisis elemental de CgH20N30Os

Calculado: % C=6128;%H=541;%N=7,52
Encontrado: % C=60,89; % H=5,37; % N=7,40

Elemplo 14.
Acido 4{2-{2-hidroxi-5-metoxibenzolilamino)benzoilaminc]butanoico.
(compuesto 14).

OH ©O
N
H
o u’\/\coon
OCHs

(compuesto 14)

A una suspensibn de 100 g (450 mmoles) del &cido 4-(2-
aminobenzoilamino)butanoico en 20 ml de cloruro de metileno seco se le adicionan
4,50 g (38,50 mmoles) de cloruro de trimetilsililo y se deja la reaccién a reflujo
durante 5 horas. A continuacién, se introduce el matraz en un bafio de hielo y se le
afiaden 0,58 g (5,70 mmoles) de trietilamina y una disolucién de 0,71 g (38,5
mmoles) del cloruro de 2-hidroxi-5-metoxibenzofio disuelto en 10 mL de cloruro de
metileno seco. La reaccién se deja agitando durante 30 minutos en bafio de hielo y

/1%
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24 horas a temperatura ambiente. Se elimina el disolvente a presién reducida y al
crudo de reaccién se le afiade 30 mL. NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con
agitacion hasta la total desaparicién del aceite. Seguidamente, se acidula con HCI
concentrado, se filtra el sélido formado y se lava varias veces con agua y con éter. El

. producto de reaccién se purifica por recristalizacién en etanol / H;O. Se obtienen

0,791g (56%) del 4cido 4-[2-(2-hidroxi-5-metoxibenzoilamino)benzoilamino]butancico
como sdlido color crema.

P. f.: 191-193°C

IR (ATR): v 3330, 2877, 1702, 1593, 1523, 1494, 1473, 1449, 1419, 1356, 1328,
1306, 1266, 1205, 1188,1174, 1047, 931, 792, 746, 687 cm™’

TH-RMN (400 MHz, DMSO0):5 1,76 (m, 2 H, -CH-CHz-CHz-), 2,28 {t, 1 H, J =7,3 Hz,
-CHo-CO-), 3,27 (m, 2 H, -CH2-N-),3,73 (s, 3 H, -CHs ), 6,91 (m, 1 H, aromético), 7,04
(m, 1 H, aromatico), 7.18 (m, 1 H, aromatico), 7,38 (m, 1 H, aromatico), 7,50 (m, 1 H,
aromaético), 7,76 (m, 1 H, aromético), 8,46 (m, 1 H, aromético), 8,70 (t, J = 5,4 Hz, -
NH-CHz), 11,10 (s, 1 H, -OH), 12,03 (s, 1 H, -NH), 12,09 (s, 1 H, -COOH) ppm
BC.RMN (200 MHz, DMSO): 5 24,2, 31,1, 38,7, 554, 112,8, 118,1, 118,3, 120,5,
121,7, 123,1, 123,8, 128,0, 131,2, 137,7, 151,6, 151,9, 164,8, 168,0, 174,2 ppm

EM m/z (%): 372 (M", 5), 353 (3), 269 (100), 254 (88), 198 (11), 150 (20), 120 (55),
119 (45), 92 (50), 79 (33), 65 (29), 52 (21), 30 (51)

Andlisis elemental de CigH20N206

Calculado: % C=61,28; % H=541; %N =7,52
Encontrado: % C =61,21; % H=5,40; % N = 7,47

Ejemplo 15.
Acldo 4{2-{4-nitrobenzoilamino)benzoilamino]butanocico. (compuesto 15).

4
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(compuesto 15)

A una suspension de 214 g (9,68 mmoles) del 4écido 4-(2-
aminobenzoilamino)butanoico en 40 ml de cloruro de metileno seco se le adicionan
1,83 g (16,87 mmoles) de cloruro de trimetilsillo y se deja la reaccién a reflujo
durante 5 horas. A continuacién, se introduce el matraz en un bario de hielo y se le
anaden 1,24 g (12,33 mmoles) de trietilamina y una suspensién de 1,53 g (8,22
mmoles) del cloruro de 4-nitrobenzoflo en 10 mi de acetato de etilo seco. La reaccién
se deja agitando durante 30 minutos en bafio de hielo y 24 horas a temperatura
ambiente. Se elimina el disolvente a presién reducida y al crudo de reaccién se le
afiade 30 ml NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con agitacién hasta la total
desaparicién del aceite. Seguidamente, se acidula con HCI concentrado, se filtra el
sélido formado y se lava varias veces con agua y con éter. El producto de reaccién
se purifica por recristalizacién en Dioxano / H2O. Se obtienen 1,33 g (43 %) del dcido
4-[2-(4-nitrobenzoilamino) benzoilamino] butanoico como sélido color crema.

P. f.: 206-208 °C

IR (ATR): v 3282, 3090, 1731, 1655, 1626, 1597, 1558, 1517, 1444, 1417, 1399,
1350,-1326, 1297, 1258, 1227, 1166, 854, 836, 766, 715 cm™

TH-RMN (400 MHz, DMS0):5 1,77 (m, 2 H, -CHz-CHz-CHo-), 2,29 (t, 1 H, J =73 Hz,
-CH-CO-), 3,31 (m, 2 H, -CH>N-), 7,24 (m, 1 H, aromético), 7,58 (m, 1 H,
aromético), 7.85 (m, 1 H, aromdtico), 8,14 (d, 2 H, J = 8.7 Hz, aromético), 8,42 (d, 2
H, J =8,7 Hz, , aromédtico), 8,58 (m, 1 H, aromatico), 8,46 (m, 1 H, aromético), 8,91
(t, J=5,4 Hz, -NH-CHz), 12,06 (s, 1 H, -NH), 12,72 (s, 1 H, -COOH) ppm

1T
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C-AMN (200 MHz, DMSO): & 24,1, 31,0, 38,9, 120,5, 120,8, 123,4, 124,1, 128,2,
128,5, 132,2, 138,8, 140,1, 149,4, 162,7, 168,5, 174,2 ppm

EM m/z (%): 371 (M*, 5), 353 (3), 334 (1), 269 (22), 268 (29), 253 (6), 238 (59), 224
(9), 150 (23), 146 (23), 120 (50), 119 (100), 104 (39), 92 (69), 76 (48), 64 (29), 50
(27), 30 (50)

Andiisis elemental de Cygt17N;04

Calculado: % C=58,22; % H=4,61;%N=11,32
Encontrado: % C=58,15;% H=4,65;% N=11,10

Ejemplo 16.
Acido 4-[2-(4-metoxibenzollamino)benzollamino]butanoico. (compuesto 16).

HaOO/O)L i i N/V\COOH

(compuesto 16)

A una suspensibn de 214 g (9,63 mmoles) del Adcido 4-(2-
aminobenzoilamino)butanocico en 20 ml de cloruro de metileno seco se le adicionan
8,90 g (82,39 mmoles) de cloruro de trimetilsililo y se deja la reaccién a reflujo
durante 5 horas. A continuacién, se introduce el matraz en un bafio de hielo y se le
afaden 1,25 g (12,36 mmoles) de trietilamina y una disolucién de 1,40 g (8,24
mmoles) del cloruro de 4-metoxibenzoflo disueltos 10 ml de cloruro de metileno
seco. La reaccién se deja agitando durante 30 minutos en bafio de hielo y 24 horas a
temperatura ambiente. Se elimina el disolvente a presién reducida y al crudo de

/e
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reaccién se le aflade 30 ml NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con agitacién hasta
la total desaparicién del aceite. Seguidamente, se acidula con HCI concentrado, se
fitra el sélido formado y se lava varias veces con agua y con éter. El producto de
reaccién se purifica por recristalizacion en EtOH / H:0. Se obtienen 2,32 g (79 %)
del &cido 4-[2-(4-metoxibenzoilamino) benzollaminolbutanocico como sélido color
crema.

P.1.:172-174°C

IR (ATR): v 3320, 2960, 2837, 1720, 1630, 1592, 1532, 1509, 1446, 1301, 1254,
1167, 1096, 1025, 841, 748 cm’™

'H-RMN (400 MHz, DMSO):§ 1,79 (m, 2 H, -CHz-CHz-CHz), 2,31 (t, 1 H, J =74 Hz,
-CH2-CO-), 3,33 (m, 2 H, -CHN-), 3,83 (s, 3 H, -CHa), 7,11 (d, 2 H, J =8,8 Hz
arométicos), 7,16 (m, 1 H, aromético), 7.53 (m, 1 H, aromético), 7,82 (m, 1 H,
aromético), 7,89 (d, 2 H, J =8,8 Hz, , arométicos), 8,65 (m, 1 H, aromético), 8,87 (t, J
=5,4 Hz, -NH-CHg-), 12,08 (s, 1 H, -NH), 12,49 (s, 1 H, -COOH) ppm

BC-AMN (100 MHz, DMSO): 5 24,2, 31,1, 38,7, 55,5, 114,2, 120,0, 120,1, 122,4,
126,7, 128,2, 128,8, 132,1, 139,7, 162,2, 163,9, 168,7, 174,2 ppm

EM m/z (%): 356 (M*, 4), 338 (9), 319 (3), 253 (19), 252 (18), 238 (5), 209 (5), 135
(100), 119 (35), 107 (7), 92 (22), 74 (28), 64 (11), 50 (7), 41 (10)

Andlisis elemental de CygHaoN2Os

Calculado: % C =64,04; % H=5,66; % N =7,86
Encontrado: % C=63,97: % H=5,63; % N=7,79

Elemplo 17.
Acldo 4{2-(4-clorobenzoilamino)benzollamino]butanoico. (compuesto 17).

Ik
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(compuesto 17)

A una suspension de 200 g (9,01 mmoles) del A4cido 4-(2-
aminobenzollamino)butanoico en 20 ml de cloruro de metileno seco se le adicionan
8,36 g (77,00 mmoles) de cloruro de trimetilsililo y se deja la reaccién a reflujo
durante 5 horas. A continuacién, se introduce el matraz en un bafio de hielo y se le
afiaden 1,17 g (11,55 mmoles) de trietilamina y una disolucién de 1,35 g (7,70
mmoles) del cloruro de 4-metoxibenzoilo disueltos 10 ml de cloruro de metileno
seco. La reaccién se deja agitando durante 30 minutos en bafio de hielo y 24 horas a
temperatura ambiente. Se elimina el disolvente a presién reducida y al crudo de
reaccion se le afiade 30 ml NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con agitacién hasta
la total desaparicion del aceite. Seguidamente, se acidula con HCI concentrado, se
fitra el sélido formado y se lava varias veces con agua y con éter. El producto de
reaccién se purifica por racristalizacién en etanol / H.0. Se obtienen 1,79 g (65 %)
del 4cido 4-{2-(4-clorobenzoilamino) benzoilaminojbutanocico como sélido color
crema.

P.f.: 182-184 °C

IR (ATR): v 3069, 2939, 1692, 1672, 1628, 1592, 1525, 1491, 1444, 1332, 1310,
1284, 1259, 1222, 1180, 1110, 1096, 1011, 902, 845, 756, 745 o™

TH-RMN (400 MHz, DMSO):5 1,79 (m, 2 H, -CH-CHx-CHz-), 2,31 (, 1 H, J =74 Hz,
-CHxCO-), 3,32 (m, 2 H, -CH>N-), 7,18 (m, 1 H, aromético), 754 (m, 1 H,
aromético), 7,64 (d, 2 H, J= 8,5 Hz, arométicos), 7,83 (m, 1 H, aromético), 7,92 (d, 2
H, J = 8,5 Hz, arométicos), 8,61 (m, 1 H, aromético), 8,89 (t, J = 5,4 Hz, -NH-CH>-),
12,07 (s, 1 H, -NH), 12,61 (s, 1 H, -COOH) ppm
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BC-RMN (200 MHz, DMSO): 5 24,2, 31,1, 38,7, 55,5, 114,2, 120,3, 120,4, 122,9,
128,2, 128,8, 129,0, 132,2, 133,3 136,9, 139,3, 163,3, 168,6, 174,2 ppm

EM m/z (%): 360 (M*, 11), 342 (4), 323 (1), 258 (30), 238 (15), 213 (6), 187 (8), 162
(6), 141 (33), 139 (100), 119 (38), 111 (586), 92 (25), 75 (20), 65 (11), 41 (11)

Andlisis elemental de 01.H17C|Nz°4

Calculado: % C=5992:% H=4,75:% N=7,76
Encontrado: % C=59,71; % H=4,77;% N =7,72

Elemplo 18.
Acido 4-[2-(4-cloro-2-hidroxibenzollamino)benzoilamino]butanoico.

(compuesto 18).
OH /9
,Qi"
H
cl o H/\/\COOH

(compuesto 18)

A una suspensibn de 200 g (9,00 mmoles) del dcido 4-(2-
aminobenzoilamino)butanoico en 40 ml de cloruro de metileno seco se le adicionan
8,36 g (77,00 mmoles) de cloruro de trimetilsililo y se deja la reaccién a reflujo y
durante 5 horas. A continuacién, se introduce el matraz en un bafio de hielo y se le
afiaden 1,17 g (11,50 mmoles) de trietilamina y una disolucién de 1,45 g (7,70
mmoles) del cloruro de 4-cloro-2-hidroxibenzoflo disuelto en 5 ml de cloruro de
metileno seco. La reaccién se deja agitando durante 30 minutos en baiio de hielo y
24 horas a temperatura ambiente. Se elimina el disolvente a presién reducida y al
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crudo de reaccion se le afnade 30 ml NaOH 10 % y la mezcia se mantiene con
agitacion hasta la total desaparicién del aceite. Seguidamente, se acidula con HCI
concentrado, se filtra el sélido formado y se lava varias veces con agua y éter. El
producto de reaccién se purifica por recristalizacién (EtOH / Hz0). Se obtienen 1,35
g (47 %) de dcido 4-[2-(4-cloro-2-hidroxibenzoilamino)benzoilaminojbutanoico como
sélido blanco.

P.1.: 205-206 °C

IR (ATR): v 3319, 3067, 2936, 1688, 1583, 1525, 1494, 1447, 1408, 1350, 1330,
1302, 1261, 1214, 919, 796, 755 cm™

"H-RMN (400 MHz, DMSO):§ 1,75 (m, 2 H, -CHo-CH-CHz-), 2,28 (t, 2 H, J =7,3 Hz,
-CHx>CO-), 3,26 (m, 2 H, -CH>N-), 7,01 (m, 2 H, aromético), 7,18 (m, 1 H,
aromdtico), 7,50 (m, 1 H, aromético), 7,65 (m, 1 H, aromdtica), 7,867 (m, 1 H,
aromdtico), 8,46 (m, 1 H, aromdtico), 8,69 {t, 1 H, J = 5,12Hz, -NH-CH>), 12,07
(Sanche, 3 H, -OH, -COOH, -NH-Ph) ppm

3C RMN (200 MHz, DMSO0):5 24,3, 31,1, 38,6, 116,6, 117,8, 119,3, 121,9, 123,2,
123,9, 128,0, 131,1, 131,7, 137,3, 137,6, 158,4 163,9, 167,9, 174,2 ppm.

EM mvz (%): 376 (M*, 2), 273 (65), 238 (17), 222 (7), 155 (25), 146 (5), 120 (39), 119
(100), 99 (13), 92 (43), 63 (27), 30 (45)

Andlisis elemental de C1'H11c|Nzo;

Calculado: % C=57,38; % H=4,59;,% N =743
Encontrado: % C=57,19; % H=4,57; % N = 7,41

Elemplo 19.
Acido 4-[2-{5-cloro-2-hidroxIbenzollamino)benzoilamino]butanoico.
{compuesto 18).

[ O
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(compuesto 19)

A una suspensiSn de 230 g (10,4 mmoles) del 4cido 4-(2-
aminobenzoilamino)butanoico en 40 mi de cloruro de metileno seco se le adicionan
9,56 g (88,50 mmoles) de cloruro de trimetilsililo y se deja la reaccién a reflujo y
durante 5 horas. A continuacién, se introduce el matraz en un bafio de hielo y se le
afiaden 1,34 g (13,30 mmoles) de trietilamina y una disolucién de 1,67 g (8,85
mmoles) del cloruro de 5-cloro-2-hidroxibenzolo disueito en 5 ml de cloruro de
metileno seco. La reaccién se deja agitando durante 30 minutos en bafio de hielo y
24 horas a temperatura ambiente. Se elimina el disolvente a presién reducida y al
crudo de reaccién se le afiade 30 ml NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con
agitacién hasta la total desaparicién del aceite. Seguidamente, se acidula con HCI
concentrado, se filtra el sélido formado y se lava varias veces con agua y con éter. El
producto de reaccién se purifica por recristalizacién (EtOH / Hz0). Se obtienen 0,95
g (29 %) de 4cido 4-[2-(5-cloro-2-hidroxibenzoilamino)benzoilamino]butanoico como
sélido blanco.

P.f.: 222-223°C
IR (ATR): v 3315, 2058, 1693, 1657, 1594, 1524, 1479, 1447, 1360, 1325, 1303,
1272, 1213, 914, 812, 749 cm™

TH-AMN (400 MHz,. DMSO):3 1,75 (m, 2 H, -CH-CHz-CHz-), 2,28 (t, 2 H, J=7.3 Hz,
~CH-CO-), 3,26 (m, 2 H, -CHxN-), 7,01 (m, 2 H, arométicos), 7,18 (m, 1 H,
aromatico), 7,50 (m, 1 H, aromético), 7,50 (m, 1 H, aromético), 7,63 (m, 1 H,
aromético), 7,83 (m, 1 H, aromédtico), 8,43 (m, 1 H, aromético), 867 (t, 1 H, J=5,5

¥3
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Hz, -NH-CH-), 11,99 (Sancho, 3 H, -OH, -COOH, -NH-Ph) ppm

?C RMN (200 MHz, DMSO): § 24,2, 31,1, 38,6, 118,9, 120,5, 122,3, 122,8, 123,3,
124,3, 128,0, 129,4, 131,6, 132,9, 137.4, 155,8, 163,1, 167,8, 174,2 ppm.

EM m/z (%): 376 (M*, 3), 273 (100), 238 (22), 155 (18), 120 (40), 119 (80), 99 (13),
92 (46), 63 (26), 30 (35)

Andlisis elemental de Ci3H17CIN;O5
Calculado: % C=5738;% H=4,59;% N =7,43

Encontrado: % C=57,27;% H=4,58;%N =741

Ejemplo 20,
Acido 4{2-(2-clorobenzoilamino)benzoilamino]butanolco. (compuesto 20).

IZ

N~ N"" cooH
H

(compuesto 20)

A una suspensibn de 200 g (9,01 mmoles) del 4écido 4-(2-
aminobenzoilamino)butanocico en 20 mL de cloruro de metileno seco se le adicionan
8,36 g (77,00 mmoles) de cloruro de trimetilsililo y se deja la reaccién a reflujo y
durante 5 horas. A continuacién, se introduce el matraz en un bafio de hielo y se le
afiaden 1,17 g (11,55 mmoles) de trietilamina y una disolucién de 1,35 g (7,70
mmoles) del cloruro de 2-clorobenzoflo disuelto en 5 mL de cloruro de metileno saco.
La reaccién se deja agitando durante 30 minutos en bafio de hielo y 24 horas a
temperatura ambiente. Se elimina el disolvente a presién reducida y al crudo de
reaccion se le afiade 30 mL NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con agitacién
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hasta |la total desaparicibn del aceite. Seguidamente, se acidula con HCI
concentrado y se extrae varias veces con acetato de etilo. La fase orgdnica se seca
con MgSO, anhidro y se elimina a presién reducida. El crudo de reaccién se lava
varias veces con éter y finaimente, se purifica por recristalizacién (EtOH/Hz0). Se
obtienen 1,27 g (36 %) de dcido 4-[2-(2-clorobenzoilamino)benzoilamino]butancico
como sélido marrén.

Pf.: 110-112°C

IR (ATR): v 3308, 1730, 1659, 1627, 1598, 1560, 1513, 1445, 1433, 1310, 1287,
1255, 1168 cm™

'H-AMN (400 MHz, DMSO):5 1,73 (m, 2 H, -CHx-CHz-CH2-), 2,26 (t, 2 H, J = 7,0 Hz,
-CHz-CO-), 3,24 (m, 2 H, -CHz=N-), 7,21 (m, 1 H, aromético), 7,51 (m, 4 H,
aromaticos), 7,65 (m, 1 H, aromadtico), 7,79 (m, 1 H, aromético), 8,53 (m, 1 H,
aromético), 8,82 (Sancho, 1 H, -NH-CHz-), 11,89 (s, 1 H, -COOH), 12,05 (s, 1H, -NH)
ppm

3C RMN (100 MHz, DMSO): § 24,1, 31,1, 38,6, 120,4, 121,1, 123,3, 1276, 128,2,
128,8, 129,8, 130,2, 131,7, 132,0, 136,3, 138,5, 164,3, 168,2, 174,1 ppm.

EM m/z (%): 360 (M*, 1), 342 (7), 289 (9), 269 (8), 257 (50), 213 (57), 178 (16),139
(97) 120 (22), 119 (100), 111 (60), 85 (67), 75 (81), 63 (32), 50 (63), 30 (76)

Andlisis elemental de C.sH17CIN2O,

Calculado: % C=59,92; % H=4,75N=7,76
Encontrado: % C=58,95; % H=4,77,% N =7,68

Eiemplo 21.
Acldo 4-[2-(2-bromobenzoilamino)benzollamino]butanoico. (compuesto 21).
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(compuesto 21)

A una suspensibn de 200 g (8,01 mmoles) del écido 4-(2-
aminobenzoilamino)butanoico en 20 mL de cloruro de metileno seco se le adicionan
8,36 g (77,00 mmoles) de cloruro de trimetilsilio y se deja la reaccién a reflujo y
durante 5 horas. A continuacién, se introduce el matraz en un baiio de hielo y se le
afiaden 1,17 g (11,55 mmoles) de trietilamina y una disolucién de 1,68 g (7,70
mmoles) del cloruro de 2-bromobenzofio disuelto en 5 mL de cloruro de metileno
seco. La reaccién se deja agitando durante 30 minutos en bafio de hielo y 24 horas a
temperatura ambiente. Se elimina el disolvente a presién reducida y al crudo de
reaccién se le afiade 30 mL NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con agitacién
hasta la total desaparicibn del aceite. Seguidamente, se acidula con HCI
concentrado, se filtra el sdlido formado y se lava varias veces con agua y con éter.
Finalmente, se purifica por recristalizaciéon (EtOH/H20). Se obtienen 1,85 g (63 %) de
acido 4-[2-(2-bromobenzoilamino)benzoilamino]butanoico como sélido crema.

P.1.: 117-118°C

IR (ATR): v 3280, 3176, 1731, 1654, 1628, 1598, 1557, 1510, 1444, 1428, 1312,
1286, 1251, 1166, 743, 664 cm™

TH-AMN (400 MHz, DMSQ):51,74 (m, 2 H, -CHz-CHzCH2-), 2,26 (t, 2 H, J=7,3 Hz, -
CH2-CO-), 3,23 (m, 2 H, -CHz-N-), 7,21 (m, 1 H, aromético), 7,45 {m, 1 H, aromético),
7,53 (m, 2 H, arométicos), 7,61 (m, 1 H, aromético), 8,53 (m, 1 H, aromético), 8,81 (t,
1 H, J=5,28 Hz, -NH-CH>-), 11,84 (s, 1 H, -COOH), 12,03 (s, 1H, -NH) ppm

BC RMN (100 MHz, DMSO):5 24,1, 31,1, 38,6, 118,6, 120,4, 121,1, 123,3, 128,1,
128,2, 128,7, 131,7, 132,0, 133,2, 138,5, 138,6, 165,2, 168,1, 174,2 ppm.

EM CaH17N204™Br m/z (%): 404 (M*, 1), 303 (32), 257 (20), 238 (20), 221 (22), 185

%
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(100), 178 (12),157 (31) 143 (286), 119 (60), 90 (31), 76 (41), 50 (39)
Andlisis elemental de CgH7BrN20O,

Caiculado: % C =53,35:% H =4,23; N = 6,91
Encontrado: % C =53,32; % H =4,26; % N = 6,89

Elemplo 22.
Acido 4-[2-(3-clorobenzollamino)benzollamino]butanoico. (compuesto 22).

|
CIO)‘\
N
H
EHMOOOH

{compuesto 22)

A una suspension de 200 g (9,01 mmoles) del dcido 4-(2-
aminobenzoilamino)butanocico en 20 mL de cloruro de metileno seco se le adicionan
8,36 g (77,00 mmoles) de cloruro de trimetilsiliio y se deja la reaccién a reflujo y
durante 5 horas. A continuacién, se introduce el matraz en un bafio de hielo y se le
afiaden 1,17 g (11,55 mmoles) de tristilamina y una disolucién de 1,35 g (7,70
mmoles) del cloruro de 3-clorobenzoflo disuslto en 5 mL de cloruro de metileno seco.
La reaccién se deja agitando durante 30 minutos en bafio de hielo y 24 horas a
temperatura ambiente. Se elimina el disolvente a presién reducida y al crudo de
reaccién se le anade 30 mL NaOH 10 % y la mezcla se mantiene con agitacién
hasta la total desaparicion del aceite. Seguidamente, se acidula con HCI
concentrado y se extrae varias veces con acstato de etilo. La fase orgédnica se seca
con MgSO, anhidro y se elimina a presién reducida. El crudo de reaccién se lava
varias veces con éter y finalmente, se purifica por recristalizacién (EtOH/Hz0). Se

125
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obtienen 0,83 g (30 %) de &cido 4-[2-(3-clorobenzoilamino)benzoilamino]butanoico
como sdlido crema.

P{.: 165-166 °C

IR (ATR): v 3307, 3159, 1741, 1721, 1668, 1626, 1580, 1523, 1447, 1419, 1326,
1308, 1256, 1180, 759 cm™

TH-RMN (400 MHz, DMS0):81,78 (m, 2 H, -CHzCHz-CHz), 2,30 (t, 2 H, J = 7,0 Hz, -
CHz-CO-), 3,30 (m, 2 H, -CHz-N-), 7,21 (m, 1 H, aromatico), 7,56 (m, 1 H, aromético),
7.65 (m, 1 H, aromatico), 7,7t (m, 1 H, aromaético), 7,84 (m, 2 H, arométicos), 7,91
(m, 1 H, aromético), 8,57 (m, 1 H, aromético), 8,88 (t, 1 H, J = 5,3 Hz, -NH-CHy),
12,05 (8, 1 H, -COOH), 12,57 (s, 1H, -Ph-NH) ppm

3¢ RMN (100 MHz, DMSO):5 24,1, 31,1, 38,6, 120,4, 121,1, 123,3, 127,6, 128,2,
128,9, 129,8, 130,2, 131,7, 132,0, 136,3, 138,5, 164,3, 168,2, 174,1 ppm.

EM m/z (%): 360 (M*, 8), 323 (5), 258 (38), 238 (41), 213 (19), 138 (100) 120 (64),
118 (95), 111 (96), 92 (55), 75 (40), 65 (32), 50 (28), 39 (39)

Andlisis elemental de C1gH7CIN2O,

Calculado: % C=59,92;% H=4,75N=776
Encontrado: % C=59,87; % H=4,78, % N=7,76

La actividad de todos compuestos de los ejemplos anteriormente descritos ha sido
estudiada en animales conforme al siguiente modelo experimental:

1. Objeto y Justificacién

Evaluar la absorcién del producto de ensayo, cuando se administra por via
intracolénica en la rata en presencla 0 no de adyuvantes. La determinacién de la
concentracién plasmética se realiza valorando la capacidad de inhibicién del factor
Xa. Se utiliza la rata porque @s una de las especies cominmente empleada en este
tipo de ensayo.
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2. Descripcion del método de ensayo
2.1. Sistema experimental
¢ Descripcién: Ratas Wistar macho, procedentes de un proveedor acreditado.

¢ Peso 200-250 g
¢ Edad 9 a 11 samanas

2.2. Método de administracion

Una administracién unica intracolénica.

2.3. Niveles de dosis y volumen de administracién
¢ Nivel de dosis. 30 mg/kg de producto de ensayo + 30 mg/kg de
adyuvante

¢ Volumen de administraciébn 1 mlkg

2.4. Vehiculo

Propilenglicol 25% (v/v) en agua bidestilada. Una vez disuelto el producto de ensayo
junto al adyuvante si procede, se ajustard el pH aproximadamente a 7,4 con NaOH.

3.5. Disefio experimental

Los animales estardn en ayunas aproximadamente 18 h con agua ad libitum

Los animales se distribuirdn al azar en los diferentes grupos experimentales,
quedando un animal en reserva por grupo:

121
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El dfa del ensayo los tratamientos se administrardn por via intracolénica, previa
anestesia con ketamina. La administracién se llevaré a cabo mediante un catéter de
aproximadamente 8 cm, unido a una jeringa de 1 ml. El catéter se introducirdn en su
totalidad en el colon a través del ano y se administraré lentamente dentro del color el
producto de ensayo.

Tras la administracién del producto de ensayo, en los tiempos establecidos en la
tabla, se extraerd una muestra de sangre citratada (3,8% en proporcién 1:9)
mediante puncién intracard(aca bajo anestesia con ketamina.

Centrifugacién de la sangre: 3000 ppm, 10 minutos, 4°C. Congelacién del plasma (-
20 + 5°C) hasta la determinacién de la actividad anti factor Xa.

Se incluird un grupo control que no recibird tratamiento alguno, Unicamente se
extraerd una muestra de sangre por animal en las mismas condiciones que el grupo
tratado, considerdndose éste como el valor basal de actividad anti Xa.

La actividad anti Xa se valorard mediante método cromogénico (Kit valoracién
actividad anti FXa).

3. Evaluacién de los resultados

Para cada pardmetro se calculard la media, la desviacién estdndar (D.E.M.) y el
error estdndar de la media (E.E.M.) de cada grupo experimental. Si se considera
adecuado, se comparardn los valores obtenidos en los diferentes grupos
experimentales mediante un andlisis estadfstico.

(1S
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REIVINDICACIONES

1) Diamidas de aminoécidos en posicién no a de férmula (1)

5
0 x
| TP
| \ N/ /
I
H
v o/c “NNH (CHx);——COOH
Ry
n=2a8
(1)
10
en donde R, se selecciona del grupo formado por los grupos funcionales, halégeno,
NO., OH, OCHj; solos o asociados y Rz se selecciona del grupo formado por los
grupos funcionales H, alquil, halégeno, NO;, OH, OCHs, ttiles como adyuvantes
para la adminietracién de agentes biolégicos activos.
15
2) Compuestos seglin la reivindicacion 1, caracterizados porque presentan la
siguiente estructura:
OH o)
|
~

20 Oé‘:\NH—(cH,).1 —COOH

n=2a8
2

ot



3)

5
10 4)

15
5)

20

42

Compuestos segln la reivindicacién 1, caracterizados porque presentan la
siguiente estructura:

N

Cl O u—(CHz)n——OOOH

n=2a8
(3)

Compuestos segun la reivindicacién 1, caracterizados porque presentan la
siguiente estructura:

OH O

IZ

O,N o I|:1|/\/\000|-|

n=2a8
(4)

Composiciones farmacéuticas segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4
caracterizadas porque comprenden oligosacéridos de heparina y al menos un
compuesto de férmula (1).
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6) Composiciones famacéuticas segun la reivindicacion 5 caracterizadas porque
comprenden compuestos seguin la formula (2) y oligosacdridos de
glicosaminoglicanos.

7) Composiciones fammacéuticas segtn la reivindicacién 5 caracterizadas porque
comprenden compuestos segin la férmula (3) y oligosacdridos de
glicosaminoglicanos.

8) Composiciones farmacéuticas segun la reivindicacién 5 caracterizadas porque
comprenden compuestos segin la férmula (4) y oligosacdridos de
glicosaminoglicanos.

9) Composiciones famacéuticas segin las reivindicaciones 5 y 6 caracterizadas
porque comprenden al menos un compuesto de estructura

3
o &coou
y Bemiparina.
10) Composiciones famacéuticas segun las reivindicaciones 5 y 7 caracterizadas

porque comprenden al menos un compuesto de estructura

13
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cl u’\/\cmH

y Bemiparina.

11)

Composiciones farmacéuticas segun las relvindicaciones 5 y 8 caracterizadas
porque comprenden al menos un compuesto de estructura

OH O /9
,(j»\"
H
O.N ”’v\ooorl

y Bemiparina.

12)

13)

14)

Composiciones farmacéuticas seglin cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, caracterizadas porque comprenden compuestos segun la férmula
(1) y al menos un agente activo seleccionado del grupo formado por heparina,
dermatan sulfato, condroitin sulfato, heparan sulfato y oligosacéridos
derivados.

Uso de un compuesto segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para la
fabricacién de un medicamento antitrombético.

Uso de un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad que se
selecciona del grupo formado por inflamacién, cdncer y alergia.

15
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RESUMEN

Diamidas de aminoédcldos en posicibn no o de férmula (1), en donde R, se
selecciona del grupo formado por los grupos funcionales aiquil, halégeno, NO;, OH,
OCHj solos o asociados y R> se selecciona del grupo formado por los grupos
funcionales H, alquil, halégeno, NO,, OH, OCHa,, Utiles como adyuvantes para la
administraciébn de agentes biolégicos activos, asl como composiciones
farmacéuticas que contienen dichas diamidas de férmula (1) y el uso de las mismas
para la fabricacién de medicamentos antitrombéticos y para la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de una enfermedad que se selecciona del grupo
formado por inflamacién, céncer y alergia.
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Absorcién Intracolénica en rata (30+30 mg/kg)
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Absorcién intracol6nica en rata (30430 mg/kg)
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Camo resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decilisién 486 de la Comisplén de la Commidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene la copia dal documento en que consta la ceslém del
derecho a la patenta del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisibn 486.

2. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del CSdigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberid presentar el documento que acredita la
exigtencia y representacién legal de la sociedad solicitante, cuando &sta fuere
persona juridica.

3. En la documentacifn allegada no se evidencia la existencia y representacifn de

la sociedad solicitante, por lo tanto debe allegar el documento que asi lo
acredite.

En cumplimiento de lo dispusasto por el articulo 39 de la Decisifm 406, se le
requiere para que dentro del término de dos meses sBiguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunclados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y perderi su prelaciém.

Notifiquese el presente oficic conforme a lo dispuesto en el mumeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del ujo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CARMENEZA
Jefe de la divisién de Nuevas Creaclones

El anteris ’z_'eq_uerim.lento fus notificado por filjaciémn en 1lista de
fecha =
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