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INHIBIDOR DE GRELINA O-ACIL TRANSFERASA 

 

CAMPO DE LA INVENCIÓN 

La presente invención se refiere a un compuesto 

útil para inhibir a grelina O-acil transferasa (GOAT, por sus 5 

siglas en inglés), composiciones farmacéuticas y métodos para 

tratar enfermedades relacionadas con la actividad de GOAT. 

 

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 

La GOAT pertenece a la familia de enzimas de O-acil 10 

transferasa (MBOAT, por sus siglas en inglés) unidas a la 

membrana. Convierte desacil-grelina (también conocida como 

grelina no acilada o UAG) a una forma biológicamente activa, 

acil-grelina (AG), transfiriendo un ácido grado al residuo 

Ser3 del péptido desacilgrelina. La acil-grelina se ha 15 

mostrado por incrementar la absorción de alimento e 

incrementar la adiposidad en humanos y en roedores. La 

infusión de AG en humanos también se ha mostrado por suprimir 

la secreción de insulina inducida por glucosa. La eliminación 

del gen grelina se ha mostrado por mejorar la liberación de 20 

insulina para prevenir o aliviar la intolerancia a la glucosa 

en ratones o/ob alimentados con dieta alta en grasa. 

La prevalencia de obesidad y diabetes acoplada con 

la efectividad variable y respuestas a tratamientos actuales 

para obesidad y diabetes necesitan que más tratamientos de 25 
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elección estén disponibles a pacientes. Un inhibidor de GOAT 

se cree es un agente útil en el tratamiento de obesidad. 

Además se cree que un inhibidor de GOAT también puede ser 

útil en reducir la ganancia de peso o recuperación de peso 

como un adjunto a diete y/o ejercicio, otros agentes 5 

medicinales terapéuticos o procedimientos diseñados para 

reducir la ganancia de peso o tratar obesidad. De manera 

similar, un inhibidor de GOAT puede ser útil en el 

tratamiento de diabetes tipo 2, individualmente o en 

combinación con otros tratamientos para diabetes tipo 2. 10 
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DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 

La presente invención proporciona un compuesto que 

es un inhibidor de GOAT. En particular, la presente invención 

proporciona un compuesto de fórmula   

 5 

 

 

 

o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable. 

La presente invención proporciona además un 10 

compuesto que es un inhibidor de GOAT de fórmula 

 

 

 

 15 

 

La presente invención proporciona una composición 

farmacéutica que comprende el compuesto de la invención, o 

una sal del mismo farmacéuticamente aceptable, y uno o más 

portadores, diluyentes o excipientes farmacéuticamente 20 

aceptables. En una modalidad adicional, la presente invención 

proporciona una composición farmacéutica que comprende un 

compuesto de la invención y uno o más de otros agentes 

terapéuticos. 

Un aspecto adicional de la presente invención 25 
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proporciona un método para reducir la ganancia de peso o 

recuperación de peso o tratar diabetes tipo 2 u obesidad, que 

comprende administrar un compuesto de la presente invención, 

o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable, a un 

paciente en necesidad del mismo.  5 

La presente invención también proporciona un 

compuesto de la invención, o una sal del mismo 

farmacéuticamente aceptable, para uso en terapia, en 

particular para reducir la ganancia de peso o recuperación de 

peso o tratar diabetes tipo 2 u obesidad. Además, la presente 10 

invención proporciona el uso de un compuesto de la invención, 

o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable, en la 

manufactura de un medicamento para reducir la ganancia de 

peso o recuperación de peso o tratar diabetes tipo 2 u 

obesidad.  15 

El compuesto de la presente invención es en general 

efectivo sobre un amplio intervalo de dosificaciones. Por 

ejemplo, las dosificaciones por día normalmente caen dentro 

del intervalo de aproximadamente 0.03 hasta aproximadamente 

150 mg/Kg de peso corporal. En algunos casos los niveles de 20 

dosificación por debajo del límite inferior del intervalo 

mencionado antes pueden ser más que adecuados, mientras en 

otros casos dosis todavía más grandes pueden ser empleadas 

mientras mantienen un perfil de beneficio/riesgo favorable, y 

por lo tanto el intervalo de dosificación anterior no está 25 



5 

propuesto para limitar el alcance de la invención en 

cualquier forma. Se entenderá que la cantidad del compuesto 

actualmente administrado será determinada por un 

especialista, en vista de las circunstancias relevantes, que 

incluyen la condición a ser tratada, la ruta de 5 

administración elegida, el compuesto actual o compuestos 

administrados, la edad, peso y respuesta del paciente 

individual, y la severidad de los síntomas del paciente. 

El término “tratar” (o “trata” o “tratamiento) como 

se usa en la presente se refiere a restringir, disminuir, 10 

detener o invertir el progreso o severidad de un síntoma, 

condición o trastorno existente. 

Como se usa en la presente, el término “reducir la 

ganancia de peso” se refiere a disminuir el incremento en 

peso de un paciente. El término “reducir la ganancia de peso” 15 

se refiere a disminuir el incremento en peso de un paciente 

que experimenta rebote en peso después de la pérdida de peso. 

La recuperación de peso puede ser debido a un efecto de 

rebote después de la cesación de pérdida de peso lograda vía 

dieta, ejercicio, modificación del comportamiento, o terapias 20 

aprobadas. Para evitar dudas, la ganancia de peso o 

recuperación de peso como se usa en la presente se refiere a 

ganancia de peso o recuperación de peso inducida por ingesta 

de alimento o hábitos alimenticios y no se refiere a ganancia 

de peso no relacionada con el alimento tal como acumulación 25 
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de fluidos, peso debido a retención de agua, masa muscular o 

inflamación. 

Un compuesto de la presente invención puede 

reaccionar para formar sales farmacéuticamente aceptables. 

Sales farmacéuticamente aceptables y metodología común para 5 

prepararlas son bien conocidas en la técnica. Véase, por 

ejemplo, P. Stahl, et al. Handbook of Pharmaceutical Salts:  

Properties, Selection and Use, 2nd Revised Edition (Wiley-VCH, 

2011); S.M. Berge, et al., “Pharmaceutical Salts,” Journal of 

Pharmaceutical Sciences, Vol. 66, No. 1, Enero 1977. 10 

El experto en la técnica apreciará que el compuesto 

de la invención, o sal del mismo farmacéuticamente 

aceptables, están comprendidos de un núcleo que contiene al 

menos un centro quiral: 

 15 

 

 

 

Aunque la presente invención contempla todos los 

enantiómeros individuales, así como también mezclas de los 20 

enantiómeros de tales compuestos que incluyen racematos, el 

compuesto preferido de la invención es representado por la 

fórmula: 

 

 25 
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 5 

o sales del mismo farmacéuticamente aceptables. 

Un compuesto de la presente invención es 

preferiblemente formulado como composiciones farmacéuticas 

administradas por una variedad de rutas. Tales composiciones 

farmacéuticas y procesos para preparar las mismas son bien 10 

conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Remington: The 

Science and Practice of Pharmacy (A. Gennaro, et al., eds., 

21st ed., Mack Publishing Co., 2005). Más particularmente 

preferido, es una composición farmacéutica que comprende un 

compuesto de la invención representado por la fórmula 15 

 

 

 

 

o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable y 20 

uno o más portadores o diluyentes farmacéuticamente 

aceptables. 

Enantiómeros o diastereómeros únicos pueden ser 

preparados comenzando con reactivos quirales o por técnicas 

sintéticas estereoselectivas o estereoespecíficas. 25 
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Alternativamente, los enantiómeros o diastereómeros únicos 

pueden ser aislados de mezclas por técnicas de cristalización 

o cromatográficas quirales estándares en cualquier punto 

conveniente en la síntesis de compuestos de la invención. 

Enantiómeros y diastereómeros únicos de los compuestos de la 5 

invención son una modalidad preferida de la invención.  

Es bien sabido en la técnica que los agentes para 

el tratamiento de diabetes y/u obesidad pueden ser combinados 

con otros agentes para el tratamiento de diabetes y/u 

obesidad. El compuesto de la invención, o una sal del mismo 10 

farmacéuticamente aceptable, puede ser co-administrado 

simultáneamente o secuencialmente, con otro(s) tratamiento(s) 

efectivo(s) para diabetes u obesidad. El compuesto de la 

invención, o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable, 

sola o en combinación con otro(s) tratamiento(s) efectivo(s) 15 

puede ser administrado, simultáneamente o secuencialmente, 

siguiendo los procedimientos médicos aprobados tales como 

cirugías bariáticas, por ejemplo, cirugía de desvío gástrico 

o procedimientos de bandas gástricas ajustables. 

La presente invención también abarca intermediarios 20 

y procesos útiles para la síntesis del compuesto de la 

presente invención. 

Adicionalmente, los intermediarios descritos en los 

siguientes esquemas de reacción pueden contener un número de 

grupos protectores de nitrógeno. El grupo protector variable 25 
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puede ser el mismo o diferente en cada caso dependiendo de 

las condiciones de reacción particulares y las 

transformaciones particulares a ser realizadas. Las 

condiciones de protección y desprotección son bien conocidas 

para el experto en la técnica. Véase. Por ejemplo, Greene and 5 

Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, (T. Greene and 

P. Wuts, eds., 2d ed. 1991). 

 

Preparaciones y Ejemplos 

Las siguientes preparaciones y Ejemplos ilustran 10 

además la invención y representan síntesis típica del 

compuesto de la invención. Los reactivos y materiales de 

partida son fácilmente disponibles o pueden ser fácilmente 

sintetizados por uno de habilidad ordinaria en la técnica. Se 

debe entender que las Preparaciones y Ejemplos están 15 

expuestos por medio de ilustración y sin limitación, y que 

varias modificaciones se pueden hacer por uno de habilidad 

ordinaria en la técnica. 

La configuración R o S del compuesto de la 

invención puede ser determinada por técnicas estándares tales 20 

como análisis de rayos-X y correlación con tiempo de 

retención HPLC-quiral. La nomenclatura de las siguientes 

Preparaciones y Ejemplos es en general realizada usando la 

característica de nomenclatura de IUPAC en MDL Accelrys® Draw 

versión 4.0 NET. 25 



10 

Como se usa en la presente, los siguientes términos 

tienen los significados indicados: “ACN” se refiere a 

acetonitrilo; “BSA” se refiere a albúmina de suero bovino; 

“DCM” se refiere a diclorometano; “DIPEA” se refiere a N,N-

diisopropiletilamina; “DMF” se refiere a dimetilformamida; 5 

“DMSO” se refiere a dimetilsulfóxido”; “EDTA” se refiere a 

ácido etilendiaminatetraacético; “EtOAc” se refiere a acetato 

de etilo”, “EtOH” se refiere a etanol; “FBS” se refiere a 

suero bovino fetal; “HRP” se refiere a peroxidasa de rábano 

picante; “IC50” se refiere a la concentración de un agente el 10 

cual produce 50% de la respuesta máxima; “IPA” se refiere a 

alcohol isopropílico; “MeOH” se refiere a metanol”; “MTBE” se 

refiere a metil terc-butil éter; “PBS” se refiere a salina 

amortiguada de fosfato; “RT” se refiere a temperatura 

ambiente; “TEA” se refiere a trietilamina; “TFA” se refiere a 15 

ácido trifluoroacético; “TR” se refiere a tiempo de 

retención; “THF” se refiere a tetrahidrofurano; y “TMB” se 

refiere a 3,3',5,5'-tetrametilbencidina.  

Condiciones de LC-MS (pH bajo): columna: Phenomenex 

Gemini NX C18 2.1 × 50 mm 3.0 m; gradiente: 5-100% B en 3 20 

min, después 100% B por 0.75 min temperatura de columna: 50 

°C +/-10 °C; velocidad de flujo: 1 mL/min; Solvente A: agua 

desionizada con 0.1% de ácido fórmico; Solvente B: ACN con 

0.1% de ácido fórmico. 

 25 
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Preparación 1 

6-Cloro-2-metilpirimidin-4-amina 

 

 

 5 

Se cargó un recipiente de presión de acero de 5 L 

(autoclave) con 4,6-dicloro-2-metilpirimidina (400 g, 2.45 

mol) e hidróxido de amonio (2.8 L) a TA. Se calentó la 

reacción a 90 °C por 5 h. La mezcla de reacción se enfrió a 

TA y después el sólido se filtró a través de un embudo 10 

Buchner. La torta de filtro se lavó con agua (200 mL) y 

hexano (200 mL) y después se secó bajo vacío para 

proporcionar el compuesto del título como un sólido blanco 

(290 g, 82%). LC-ES/MS m/z 144.0 (M+1). 

Preparación 2 15 

6-Cloro-5-yodo-2-metilpirimidin-4-amina 

 

 

 

Se combinó 6-cloro-2-metilpirimidin-4-amina (708 g, 20 

4.93 mol) y MeOH (7.08 L) en un matraz de fondo redondo de 20 

L equipado con un agitador mecánico. Se enfrió a 0−5 °C. Se 

agregó monocloruro de yodo (4.806 kg, 29.6 mol) disuelto en 

MeOH (6 L) usando un embudo de adición durante un periodo de 

1 h.la mezcla de reacción se calentó a TA y se agitó a TA por 25 
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16 h. La mezcla de reacción se enfrió a 0−5 °C y se agregó 

sulfito de sodio (46 L, 20% de solución acuosa). El sólido 

resultante se filtró y se lavó con agua (2 L) seguido por 

hexano (3 L). El sólido se secó bajo vacío para proporcionar 

el compuesto del título como un sólido blanco (1061 g, 80%). 5 

LC-ES/MS m/z 269.9 (M+1). 

Preparación 3 

4-[2-(4-amino-6-cloro-2-metil-pirimidin-5-

il)etinil]piperidin-1-carboxilato de terc-butilo 

 10 

 

 

 

 

Se disolvió 6-cloro-5-yodo-2-metil-pirimidin-4-15 

amina (20 g, 74.22 mmol), éster terc-butílico del ácido 4-

etinil-piperidin-1-carboxílico (18.64 g, 89.06 mmol), y 

diisopropilamina (10.44 mL, 74.22 mmol) en THF (200 mL) en un 

matraz de 3 cuellos. Alternativamente, el matraz de evacuó y 

cargó con nitrógeno 3 veces. Se agregó cloruro de 20 

bis(trifenilfosfina)paladio (II) (2.63 g, 3.71 mmol) y yoduro 

de cobre (I) (0.713 g, 3.71 mmol) a la solución. La mezcla se 

calentó entre 50 hasta 55 °C por 16 h. La mezcla se enfrió a 

TA y se agregó más cloruro de bis(trifenilfosfina)paladio 

(II) (1.31 g, 1.86 mmol), yoduro de cobre (I) (0.356 g, 1.86 25 
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mmol) y éster terc-butílico del ácido 4-etinil-piperidin-1-

carboxílico (1.55 g, 7.42 mmol). La mezcla se calentó a 60 °C 

por 3.5 h. La mezcla se enfrió a TA y se concentró bajo 

presión reducida. El material se diluyó con DCM (300 mL) y se 

lavó con solución acuosa saturada de cloruro de amonio (100 5 

mL), agua (100 mL), y cloruro de sodio acuoso saturado (100 

mL). La solución se secó sobre MgSO4, se filtró, y se 

concentró bajo presión reducida. El residuo se purificó 

usando cromatografía en columna de gel de sílice (800 g de 

columna de gel de sílice) eluyendo con 20% hasta 100% de 10 

EtOAc en hexanos. Las fracciones purificadas se concentraron 

para dar el compuesto del título como un polvo anaranjado 

pálido (22.6 g, 86%). LC-ES/MS m/z (35Cl/37Cl) 351.2/353.1 

(M+1).  

Preparación 4 15 

4-[2-(4-amino-6-cloro-2-metil-pirimidin-5-il)etil]piperidin-

1-carboxilato de terc-butilo 

 

 

 20 

 

Se combinó 4-[2-(4-amino-6-cloro-2-metil-pirimidin-

5-il)etinil]piperidin-1-carboxilato de terc-butilo (4.30 g, 

12.26 mmol) y óxido de platino (IV) (0.139 g, 0.61 mmol) en 

EtOH (81 mL) y EtOAc (40 mL). Alternativamente, el matraz de 25 
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evacuó y cargó con hidrógeno usando un balón de hidrógeno y 

se agitó a TA por 8 h. La reacción se monitoreó 

cuidadosamente para así evitar un producto secundario 

potencial que resulta de la remoción del cloruro en la 

molécula. Se observa que el producto es más soluble en la 5 

mezcla de solvente que el alquino de partida. La mezcla se 

filtró a través de tierra diatomácea, enjuagando con MeOH. La 

solución se concentró bajo presión reducida. En el matraz se 

agregó sílice, 1-propantiol (4 g, carga = 1.28 mmol/g, 

SILIABOND® Tiol de SILICYCLE®) (para remover el paladio 10 

residual a partir de la reacción de acoplamiento previa) y 

EtOAc (300 mL). Se agitó el material a TA 3 días. Los sólidos 

se filtraron y lo filtrado se concentró bajo presión 

reducida. La hidrogenación se repitió en el residuo 

resultante como sigue. Se cargó el matraz que contiene el 15 

residuo con óxido de platino (IV) (0.139 g, 0.61 mmol), EtOH 

(81 mL) y EtOAc (40 mL). Alternativamente, el matraz de 

evacuó y cargó con hidrógeno usando un balón de hidrógeno y 

se agitó a TA por 8 h. Se filtró a través de tierra 

diatomácea, enjuagando con MeOH, y lo filtrado se concentró 20 

bajo presión reducida. La hidrogenación se repitió en el 

residuo resultante como sigue. Se cargó el matraz que 

contiene el residuo con óxido de platino (IV) (0.139 g, 0.61 

mmol), EtOH (81 mL) y EtOAc (40 mL). Alternativamente, el 

matraz de evacuó y cargó con hidrógeno usando un balón de 25 
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hidrógeno y se agitó a TA por 8 h. Se filtró a través de 

tierra diatomácea, enjuagando con MeOH. Lo filtrado se 

concentró bajo presión reducida sobre gel de sílice (20 g). 

El material se purificó usando cromatografía en columna de 

gel de sílice eluyendo con 70% hasta 100% de EtOAc en hexanos 5 

(120 g de columna). Las fracciones purificadas se combinaron 

y se concentraron bajo presión reducida. El residuo se diluyó 

con DCM y hexanos y se concentró bajo presión reducida tres 

veces. El material se colocó bajo vacío para dar el compuesto 

del título como un sólido blanco (3.20 g, 73%). LC-ES/MS m/z 10 

(35Cl/37Cl) 355.2/357.2 (M+1). 

Preparación 5 

Sal de clorhidrato de 6-Cloro-2-metil-5-[2-(4-

piperidil)etil]pirimidin-4-amina 

 15 

 

 

 

Se disolvió 4-[2-(4-amino-6-cloro-2-metil-

pirimidin-5-il)etil]piperidin-1-carboxilato de terc-butilo 20 

(29.00 g, 81.72 mmol) en 1,4-dioxano (145 mL) y se agregó 

cloruro de hidrógeno 4M en 1,4-dioxano (204.2 mL, 817.1 

mmol). Se agitó la solución por 18 h a TA. La mezcla se 

concentró bajo presión reducida, se suspendió en éter 

dietílico (250 mL), se filtró, y el sólido resultante se secó 25 
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bajo vacío para dar el compuesto del título como un sólido 

blanco crudo (29 g). LC-ES/MS m/z (35Cl/37Cl) 255.2/257.2 

(M+1). 

Ruta alternativa para 6-cloro-2-metil-5-[2-(4-

piperidil)etil]pirimidin-4-amina (Preparaciones 6 – 10) 5 

Preparación 6 

4-(2-metilsulfoniloxietil)piperidin-1-carboxilato  

de terc-butilo 

 

 10 

 

Se combinó 4-(2-hidroxietil)piperidin-1-carboxilato 

de terc-butilo (4.720 kg, 20.6 mol) con DCM (40 L) y TEA 

(3020 mL, 21.63 mol) en un reactor de 50 L bajo una atmósfera 

de nitrógeno. La solución se enfrió a aproximadamente 0 °C y 15 

se agregó lentamente cloruro de metansulfonilo (2.478 kg, 

21.63 mol) en DCM (5 L) mientras se mantiene la temperatura 

de reacción por debajo de 10 °C. Después que la adición se 

completó se agitó la mezcla por 18 h a 15 °C en tal tiempo la 

TLC (1:1, hexano:EtOAc) no mostró material de partida 20 

restante. Se lavó la mezcla con agua (30 L) y se permitió a 

las fases separarse. La fase orgánica se concentró a un 

sólido. El sólido formó en suspensión en MTBE (6 L), se 

recolectó por filtración, y se secó en un horno a vacío a 50 

°C para proporcionar el compuesto del título como un sólido 25 
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blanco (5.67 kg, 91%). 

Preparación 7 

4-(3-ciano-4-etoxi-4-oxo-butil)piperidin-1-carboxilato de 

terc-Butilo 

 5 

 

 

  

Se combinó 4-(2-metilsulfoniloxietil)piperidin-1-

carboxilato de terc-butilo (5.26 kg, 17.1 mol), cianoacetato 10 

de etilo (7 kg, 62 mol), 21% de etóxido de sodio en EtOH 

(8.25 L, 24.75 mol) y EtOH (35 L) en un reactor de 50 L bajo 

una atmósfera de nitrógeno. La mezcla se calentó a 35 – 40 °C 

por 18 h en tal tiempo el análisis de NMR mostró 20% del 

mesilato restante. Se continuó calentando la mezcla a 35 – 40 15 

°C por 24 h en tal tiempo el análisis de NMR mostró solamente 

una pequeña cantidad de mesilato. La reacción se enfrió 

lentamente a TA y se agregó ácido glacial acético (1422 mL, 

22.68 mol) durante 30 min. La mezcla se concentró usando 

destilación a vacío y después se dividió entre agua (25 L) y 20 

EtOAc (35 L). Las capas se separaron y la fase acuosa se 

extrajo con EtOAc (10 L). Las porciones orgánicas se 

combinaron, se lavaron con salmuera (15 L), y se concentraron 

a un aceite rojo. El aceite se purificó usando cromatografía 

en columna de gel de sílice (75 kg gel de sílice, malla 65-25 
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250), eluyendo con hexano (40 L) y después 20% de 

EtOAc/hexano para proporcionar una fracción (7.8 kg) que es 

30% de cianoacetato de etilo/70% del producto deseado. El 

material se concentró por destilación de película limpia a 

100 °C y vacío a 210 mtorr, la fracción no volátil se 5 

recolectó para proporcionar el compuesto del título (4.54 kg, 

82%). 

Preparación 8 

4-[2-(4-amino-6-hidroxi-2-metil-pirimidin-5-

il)etil]piperidin-1-carboxilato de terc-butilo 10 

 

 

 

 

Se combinó 4-(3-ciano-4-etoxi-4-oxo-15 

butil)piperidin-1-carboxilato de terc-butilo (2.18 kg, 6.73 

mol), clorhidrato de acetamida (1.27 kg, 13.46 mol, 95% de 

ensayo) [Nota: se pre-secó el clorhidrato de acetamida 

sometiendo a suspensión dos veces en tolueno (10 L) y después 

se retiró a sequedad bajo vacío], 21% de etóxido de sodio en 20 

EtOH (6.73 L, 20.19 mol) y EtOH (10 L) en un reactor de 22 L 

bajo una atmósfera de nitrógeno. Se calentó la reacción a 

reflujo por 42 h. La reacción se ajustó a aproximadamente pH 

= 5 con ácido glacial acético (1.2 L, 20.86 mol). El EtOH se 

removió por destilación a vacío en un evaporador rotatorio. 25 
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Los sólidos resultantes se sometieron a suspensión en agua (6 

L), y después los sólidos se recolectaron por filtración, se 

lavaron con agua adicional (2 L). Los sólidos se secaron en 

un horno a vacío a 50 °C para proporcionar el compuesto del 

título (1.72 kg, 76%). 1H NMR  (500 MHz, CD3OD) δ 4.83 (s, 5 

3H); 4.05 (d, 2H), 2.75 (bs, 2H), 2.39 (m, 2H), 2.22 (s, 3H), 

1.78 (d, 2H), 1.43 ( m, 1H) 1.42 (s, 9H), 1.40 (m, 2H), 1.38 

(m, 2H). El proceso se repitió, esencialmente como se 

describe, usando 4-(3-ciano-4-etoxi-4-oxo-butil)piperidin-1-

carboxilato de terc-butilo (2.36 kg) para obtener el 10 

compuesto del título (2.01 kg, 82%). 

Preparación 9 

Sal de clorhidrato de 6-Amino-2-metil-5-[2-(4-

piperidil)etil]pirimidin-4-ol,  

 15 

 

 

 

Se combinó 4-[2-(4-amino-6-hidroxi-2-metil-

pirimidin-5-il)etil]piperidin-1-carboxilato de terc-butilo 20 

(3.73 kg, 11.09 mol) e IPA en un reactor de 50 L bajo una 

atmósfera de nitrógeno. Se agregó ácido clorhídrico 12N (3.05 

L, 36.6 mol) con agitación durante 3 h. La mezcla se calentó 

at 50 °C por 16 h, formando una suspensión espesa. En tal 

tiempo el análisis de NMR no mostró un grupo BOC restante. La 25 
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mezcla de reacción se enfrió a 20 − 25 °C, diluyéndose con 

THF (12 L). Los sólidos se recolectaron por filtración. La 

filtración es lenta y puede tomar más de 24 h para 

completarse. Se lavó con IPA (2 × 10 L). El material se secó 

en un horno a vacío a 50 °C para proporcionar el compuesto 5 

del título (3.117 kg, 91%). 

Preparación 10 

Sal de diclorhidrato de 6-Cloro-2-metil-5-[2-(4-

piperidil)etil]pirimidin-4-amina,  

 10 

 

 

Se combinó sal de diclorhidrato de 6-amino-2-metil-

5-[2-(4-piperidil)etil]pirimidin-4-ol, (3.167k g, 10.2 mol) y 

oxicloruro de fósforo (30 L, 300 mol) bajo una atmósfera de 15 

nitrógeno en un reactor de 50 L el cual es ventilado a través 

de un depurador cáustico (10% NaOH). Se agregó 85% de ácido 

fosfórico (1 L, 8.5 mol) a la suspensión agitada. La mezcla 

se calentó lentamente usando una temperatura de reactor 

enchaquetado de 75 °C. A aproximadamente 55 °C, cuando ocurre 20 

la desgasificación, el depurador se enfrió en un baño de agua 

helada. Cuando la desgasificación se disminuyó, la mezcla se 

calentó a 90 – 95 °C por 50 h en tal tiempo la TLC y análisis 

de NMR mostraron que la reacción llegó a ser completa. Se 

removió el volumen de exceso de oxicloruro de fósforo por 25 
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destilación a vacío (22 en un horno de Hg y 60 °C de 

temperatura interna) para recuperar 20 L en el destilado. La 

mezcla se enfrió a 20 – 25 °C y después se diluyó con tolueno 

(10 L). Además, la mezcla se enfrió a < 15 °C y se apagó 

lentamente con agua (1 L) manteniendo la temperatura < 30 °C. 5 

Después de la adición de tolueno la mezcla llegó a ser muy 

espesa y difícil de agitar con la fase del producto restante 

en el fondo del reactor como un semi-sólido viscoso. Las 

cuchillas del agitador se elevaron con el fin de lograr 

cualquier mezclado. Se agregó EtOH (10 L) a la mezcla y se 10 

agitó por aproximadamente 18 h a 25 °C. En este punto los 

semi-sólidos viscosos aún no son completamente digeridos, 

sino suavizados de manera que pueden ser manualmente 

probados. Se agitó vigorosamente por otras 4 – 5 h para 

digerir completamente. Se enfrió la suspensión resultante 15 

hasta 5 – 10 °C y los sólidos se recolectaron por filtración, 

lavando con MTBE (8 L) para obtener producto húmedo 

(aproximadamente 6 kg). 

El producto crudo se recristalizó disolviendo la 

torta húmeda en MeOH (35 L) a 40 °C. La solución se concentró 20 

por destilación a vacío, removiendo 15 L de solvente. Se 

agregó IPA (35 L) y la suspensión se concentró por 

destilación a vacío para remover 13 L del solvente. La 

suspensión se enfrió hasta 5 – 10 °C y después los sólidos se 

filtraron, lavando con IPA (2 L), y después MTBE (8 L). Los 25 
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sólidos se secaron en un horno a vacío a 55 °C para 

proporcionar el compuesto del título como un sólido blancuzco 

(2.77 kg, 82%). Analítico calculado para C12H21Cl3N4: C, 43.98; 

H, 6.46; Cl, 32.46; N, 17.10. Encontrado: C, 43.63; H, 6.53; 

Cl, 32.16; N, 16.86. 5 

Preparación 11 

N-[(1S)-2-[4-[2-(4-amino-6-cloro-2-metil-pirimidin-5-

il)etil]-1-piperidil]-1-metil-2-oxo-etil]carbamato de terc-

butilo 

 10 

 

 

 

 

En cada uno de los dos matraces de fondo redondo se 15 

agregó clorhidrato de 6-cloro-2-metil-5-[2-(4-

piperidil)etil]pirimidin-4-amina (12.50 g, 42.92 mmol), 

diisopropiletilamina (22.46 mL, 128.7 mmol) y DMF (100 mL). 

Las dos mezclas se enfriaron en un baño de agua fría y se 

agitaron por 5 min. Se agregó a cada una de la mezclas 20 

hexafluorofosfato de [dimetilamino(triazolo[4,5-b]piridin-3-

iloxi)metilen]-dimetil-amonio (17.95 g, 47.21 mmol) y ácido 

(2S)-2-(terc-butoxicarbonilamino)propanoico (8.93 g, 47.21 

mmol) en una porción. Las mezclas se agitaron a TA por 90 

min. Las mezclas se vertieron en embudos separadores 25 
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separados junto con agua (300 mL) y EtOAc (400 mL), se 

sacudieron y dividieron. Las capas acuosas se extrajeron con 

EtOAc (3 × 300 mL), se lavaron las capas orgánicas 

respectivas con agua (4 × 250 mL), NaCl acuoso saturado (200 

mL) y se secaron sobre MgSO4, se filtraron y se concentraron 5 

bajo presión reducida. Los materiales combinados se 

purificaron mediante cromatografía en columna de gel de 

sílice eluyendo con 70% hasta 100% de EtOAc en hexanos. Se 

combinó y las fracciones purificadas se concentraron bajo 

presión reducida. El residuo se diluyó con EtOAc (500 mL) y 10 

se lavó con NH4Cl acuoso saturado (100 mL), NaHCO3 acuoso 

saturado (100 mL), agua (100 mL) y NaCl acuoso saturado (100 

mL). Los orgánicos se secaron sobre MgSO4, se filtraron, y se 

concentraron bajo presión reducida para dar el compuesto del 

título como un sólido blanco (28.00 g, 76%). LC-ES/MS m/z 15 

(35Cl/37Cl) 426.2/428.2 (M+1). 

Preparación 12 

(2S)-2-Amino-1-[4-[2-(4-amino-6-cloro-2-metil-pirimidin-5-

il)etil]-1-piperidil]propan-1-ona 

 20 

 

 

 

 

Se disolvió N-[(1S)-2-[4-[2-(4-amino-6-cloro-2-25 
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metil-pirimidin-5-il)etil]-1-piperidil]-1-metil-2-oxo-

etil]carbamato de terc-butilo (15.78 g, 37.05 mmol) en DCM 

(185 mL), se agregó TFA (185 mL) en una manera por goteo 

durante 3 min, y se agitó durante la noche. La reacción se 

analizó por LCMS (pH bajo) para mostrar la conversión 5 

completa. Se agregó lentamente MeOH (400 mL) debido al 

mezclado exotérmico. Se lavó previamente tres columnas de SCX 

(50 g) con agua (20 mL) y después MeOH (20 mL). Se dividió la 

mezcla de reacción en tres porciones iguales y se cargó 

igualmente en las columnas de SCX. Se lavó cada columna con 10 

agua (40 mL) y MeOH (40 mL) recolectando los lavados en un 

matraz a vacío. El material deseado se eluyó a partir de las 

columnas de SCX con amoníaco 2N en MeOH (60 mL) en un 

recipiente limpio. Se combinó el producto que contiene las 

soluciones, se concentró bajo presión reducida, se azeotropió 15 

con DCM-hexanos (1:1), tres veces, y se colocó bajo vacío 

para obtener el compuesto del título como una espuma blanca 

(10.29 g, 84%). LC-ES/MS m/z (35Cl/37Cl) 326.2/328.2 (M+1). 

Preparación 13 

Sal de clorhidrato de (2S)-2-Amino-1-[4-[2-(4-amino-6-cloro-20 

2-metil-pirimidin-5-il)etil]-1-piperidil]propan-1-ona  

 

 

 

 25 
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Se agregó N-[(1S)-2-[4-[2-(4-amino-6-cloro-2-metil-

pirimidin-5-il)etil]-1-piperidil]-1-metil-2-oxo-

etil]carbamato de terc-butilo (28.75 g, 67.49 mmol) a 1,4-

dioxano (143.7 mL). Después se agregó cloruro de hidrógeno 4M 

en 1,4-dioxano (168.7 mL, 674.9 mmol) y se agitó por 10 min. 5 

Se agregó MeOH (20 mL) y se agitó la mezcla por 3 h con 

agitación vigorosa. La mezcla se concentró bajo presión 

reducida, los sólidos se diluyeron con éter dietílico (200 

mL), y se agitó durante la noche. Se filtró el material, 

enjuagando con éter dietílico (2 × 25 mL). El material se 10 

secó mediante succión por 15 min, después se colocó bajo 

vacío por 1 h a 45 °C para obtener el compuesto del título 

como un polvo blanco crudo (27.7 g). LC-ES/MS m/z (35Cl/37Cl) 

326.1/328.2 (M+1). 

Preparación 14 15 

Sal de diclorhidrato de (2S)-2-Amino-1-[4-[2-(4-amino-6-

cloro-2-metil-pirimidin-5-il)etil]-1-piperidil]propan-1-ona, 

 

 

 20 

 

 

Se calentó IPA (154 mL) hasta 50 °C y se agregó 

cloruro de acetilo (19.3 mL, 271 mmol) lentamente debido a 

una reacción exotérmica. La reacción se agitó a 50 °C por 10 25 
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min y después se agregó N-[(1S)-2-[4-[2-(4-amino-6-cloro-2-

metil-pirimidin-5-il)etil]-1-piperidil]-1-metil-2-oxo-

etil]carbamato de terc-butilo (21.0 g, 45.3 mmol). Se agitó 

la reacción por 2 h monitoreando mediante LCMS (pH bajo). La 

reacción se enfrió a TA y se agregó éter dietílico (386 mL). 5 

Se agitó la suspensión por 15 min. Los sólidos se filtraron, 

se lavaron con éter dietílico (2 × 50 mL) en una manera 

enérgica conforme el material es hidroscópico. Se filtró el 

material y se secó mediante filtración por 1 min, después en 

un horno de secado a vacío a 50 °C durante la noche para dar 10 

el compuesto del título como un polvo blanco (18.4 g). LC-

ES/MS m/z (35Cl/37Cl) 326.1/328.2 (M+1). El análisis de 

contraión por cromatografía iónica es consistente con la sal 

de diclorhidrato. 

 15 

Ejemplo 1 

N-[(1S)-2-[4-[2-(4-Amino-6-cloro-2-metil-pirimidin-5-

il)etil]-1-piperidil]-1-metil-2-oxo-

etil]ciclopropancarboxamida 

 20 

 

 

 

 

Se agregó 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (281 mg, 2.03 25 
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mmol) y clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-

etilcarbodiimida (430 mg, 2.21 mmol) a una suspensión de 

ácido ciclopropancarboxílico (161 µL, 2.03 mmol), (2S)-2-

amino-1-[4-[2-(4-amino-6-cloro-2-metil-pirimidin-5-il)etil]-

1-piperidil]propan-1-ona (600 mg, 1.84 mmol) en THF anhidro 5 

(12 mL). Después se agregó TEA (770 µL, 5.52 mmol) y se agitó 

la mezcla resultante a TA por 12 h. La mezcla de reacción se 

diluyó con EtOAc (10 mL), se filtró sobre tierra diatomácea, 

y lo filtrado se concentró in vacuo. El residuo resultante se 

purificó por cromatografía de fase inversa por HPLC de masa 10 

guiada (espectrómetro de masas Agilent® 1200 LCMS y MSD, 

columna 75 × 30 mm Phenomenex Gemini-NX®, tamaño de partícula 

5 µ con una guarda de 10 × 20 mm, 12-46% de ACN en 10 mM de 

solución acuosa de bicarbonato de amonio, pH 10, gradiente 

durante 9 min) para obtener el compuesto del título como un 15 

vidrio incoloro (572 mg, 78%). LC-ESMS m/z (35Cl/37Cl) 

394.2/396.2 (M+H). 

 

Procedimiento alterno con anhídrido 1-propanfosfónico 

Se trató una mezcla de sal de diclorhidrato (2S)-2-20 

amino-1-[4-[2-(4-amino-6-cloro-2-metil-pirimidin-5-il)etil]-

1-piperidil]propan-1-ona, (107.4 g, 183.15 mmol) en DCM (584 

mL) con DIPEA (128 mL, 732.59 mmol). La mezcla de reacción se 

enfrió a 0 °C en un baño de hielo y se agregó ácido 

ciclopropancarboxílico (21.8 mL, 274.72 mmol). Después se 25 
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agregó una solución de anhídrido 1-propanfosfónico (50% de 

solución en EtOAc, 174.8 g, 274.72 mmol) seguido por DIPEA 

adicional (40 mL) para proporcionar la mezcla de reacción 

básica. Se agitó a TA durante la noche. La mezcla de reacción 

se lavó con agua (1 L) y las capas se separaron. La porción 5 

orgánica se secó sobre MgSO4 y se concentró in vacuo para 

obtener el producto crudo como una espuma blancuzca. El 

material se purificó por cromatografía sobre gel de sílice 

(800 g, 0-10% de MeOH en EtOAc). Las fracciones apropiadas se 

combinaron con otro lote de producto (51 g) obtenidas 10 

siguiendo esencialmente el mismo procedimiento usando sal de 

diclorhidrato de (2S)-2-amino-1-[4-[2-(4-amino-6-cloro-2-

metil-pirimidin-5-il)etil]-1-piperidil]propan-1-ona, (77.9 g, 

150.42 mmol). Los lotes combinados se concentraron in vacuo 

para obtener un sólido blanco (114 g). El producto comenzó a 15 

cristalizar durante la concentración. El material se trituró 

con EtOAc caliente (200 mL), se enfrió, y se filtró para 

obtener el compuesto del título (111 g, 84%). LC-ES/MS m/z 

(35Cl/37Cl) 394.0/396.0 (M+1). Análisis quiral (columna OD-H, 

25% de MeOH/iPrNH2, 5.0 mL/min, 100 bar, 35 °C, 220 nm) 20 

>99.9% de ee; TR = 1.15 min. 

 

La GOAT es la principal enzima que convierte UAG a 

AG. Para revisiones del papel de GOAT y grelina véase: Kristy 

M. Heppner et al., The ghrelin O-aciltransferase–ghrelin 25 
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system: a novel regulator of glucose metabolism, Current 

Opinion in Endocrinology, Diabetes & Obesity 2011, 18:50–55; 

Phillip A. Cole et al., Glucose and Weight Control in Mice 

con a Designed Ghrelin OAciltransferase Inhibitor, Science. 

2010 Diciembre 17; 330(6011): 1689–1692. 5 

doi:10.1126/science.1196154, Matthias H. Tschöp et al., 

Gastric O-acil transferase activates hunger signal to the 

brain, Proc Natl Acad Sci USA. 2008 Abril 29; 105(17): 6213–

6214, y Jesus Gutierrez, et al., Ghrelin octanoilation 

mediated by an orphan lipid transferase, Proc Natl Acad Sci U 10 

S A., 2008 Abril 29, 105 (17): 6320-6325. 

El papel de GOAT es soportado por los fenotipos 

observados en ratones desprovistos del gen GOAT. Por lo 

tanto, la inhibición de GOAT se espera reduzca el AG de 

circulación y eleve el UAG de circulación. Consecuentemente, 15 

la relación de AG a grelina total (UAG + AG) se reduce 

después del tratamiento inhibidor de GOAT. 

 

Ensayo enzimático de GOAT humana libre de células in vitro 

El gen de GOAT humano (Número de acceso: 20 

NM_001100916) es subclonado al vector de expresión 

baculoviral pAN51. La solución base del baculovirus se 

prepara siguiendo el Protocolo Bac-to-Bac proporcionado por 

el vendedor, Invitrogen, California, USA. Cinco mililitros de 

solución base baculoviral de GOAT humana se agregaron a 500 25 
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mL de células Sf9 en medio HyQ SFX-InsectTM (HyClone número de 

catálogo SH30278.02) a la densidad de 1 × 106 células por 

mililitro en un matraz Erlenmeyer de 2 L. El matraz con las 

células Sf9 infectadas con el gen GOAT humano se colocó en un 

sacudidor de placa a 120 rpm a 28 °C por 48 h. Después de 48 5 

h de incubación, las células se centrifugaron a 1,000xg por 

10 min a 4 °C. Las pelotillas celulares se recolectaron y 

almacenaron a -80 °C en un congelador hasta estar listas para 

procesamiento adicional. 

Preparación de membrana microsomal de enzima GOAT 10 

para el ensayo enzimático: 

Un gramo de pelotillas celulares se suspendió en 9 

mL de amortiguador de homogenización enfriado (50 mM de Tris-

HCl, 250 mM de sacarosa, se ajustó a pH 7.5, y filtró estéril 

a través de un filtro Millipore de 0.2 µm). La suspensión 15 

celular se transfirió a un homogenizador de vidrio Dounce. 

Las pelotillas celulares se homogenizaron con 40 golpes en 

hielo. El homogenado se centrifugó a 3,000 rpm en un rotor de 

cubeta oscilante Beckman a 4°C por 10 minutos para remover 

las células no rotas. El sobrenadante se recolectó centrifugó 20 

a 40,000 xg por 1 h a 4 °C. La pelotilla de membrana 

resultante se suspendió en el amortiguador de homogenización 

usando un homogenizador de vidrio Dounce y se almacenó a -20 

°C en el congelador para el ensayo. Para almacenaje a largo 

plazo de la preparación de membrana de enzima GOAT humana, la 25 
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membrana resuspendida se almacenó en un congelador a -80 °C. 

Protocolo de ensayo enzimático de GOAT humano: 

Se prepararon los compuestos de prueba en DMSO para 

hacer una solución base de 0.2 mM. Se diluyó serialmente la 

solución base en DMSO para obtener una curva de dilución de 5 

diez puntos con concentraciones de compuesto final que varían 

de 10 µM a 0.5 nM en una placa de fondo redondo de 96 

cavidades. Se preparó la enzima y las soluciones del sustrato 

en amortiguador de ensayo (0.02% de TweenTM-20 en 50 mM de 

Tris, pH 7.5/250 mM de sacarosa/1 mg/mL de BSA/10 mM de 10 

EDTA). Se agregó el compuesto diluido (1 µL) a cada cavidad 

de la fila A hasta la N de una placa de 384 cavidades de baja 

unión de proteína correspondiente. Se agregó mezcla de 

sustrato GOAT humano (10 µL), que consiste de desacil-

grelina-biotina humana (CPC Scientific Inc., 6.0 µM final), 15 

octanoil-CoA (Sigma, 60 µM final) y un anticuerpo específico 

de AG (documento WO 2006/091381) (1.0 µg/mL final), a los 

compuestos. Se agregó preparación de enzima GOAT-His/sf9, que 

ha sido preparada en amortiguador de ensayo (9 µL), a cada 

cavidad de la placa que contiene sustrato y compuestos de 20 

prueba que resultan en una concentración final de 0.01 µg/mL 

para iniciar la reacción. Se incubó la mezcla por 1 h a TA en 

un oscilador de rotación suave. Se agregó ácido clorhídrico 

de guanidina 4 M (20 µL) a todas las cavidades, mezcló e 

incubó por 3 h para detener la reacción. 25 
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Se prepararon placas ELISA (STREPTAVIDIN 

SPECTRAPLATETM 384, Perkin Elmer) bloqueando con 2% de FBS 

inactivado con calor en amortiguador de bloqueo PBS (40 µL) 

(Invitrogen) por 3 h. Se aspiró el amortiguador de bloqueo de 

la placa de ELISA  y se agregó amortiguador de bloqueo (23 5 

µL) a las columnas 1-24, filas A-N. Se reservaron las filas O 

y P para la curva estándar de acilgrelina. Se agregó la 

mezcla de reacción (2 µL) a las placas de ELISA. Se preparó 

una curva estándar de 10 puntos (octanoil-grelina etiquetada 

con biotina) por dilución serial 2X en amortiguador de 10 

bloqueo que contiene ácido clorhídrico de guanidina 0.2M 

partiendo a 2.5 pM. Se incubó la mezcla de reacción o AG 

etiquetado con biotina estándar en la placa de ELISA durante 

la noche a 4°C. Al siguiente día, se lavó la placa 3× con 

amortiguador de lavado (0.1% de TweenTM-20/PBS, 100 µL por 15 

cavidad en cada ciclo de lavado). Se agregó anticuerpo 

específico de AG (documento WO 2006/091381) (25 µL of 0.5 

µg/mL en amortiguador de bloqueo) a cada cavidad e incubó a 

TA por 1 h. Se lavó la placa 3× con el amortiguador de 

lavado, similarmente a la etapa previa. Se agregó Proteína G-20 

HRP (25 µL)(Southern Biotech) diluida 3,000× en amortiguador 

de bloqueo e incubó 1 h a TA. Se lavó la última 3× con 

amortiguador de lavado, como en las etapas previas. Se agregó 

reactivo TMB (25 µL) (Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc.) 

a cada cavidad y se dejó desarrollar por 20 min y detuvo con 25 
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ácido fosfórico 1M (25 µL por cavidad). Se leyeron las placas 

a 450 nm usando un lector de placa Envision Multilabel. Los 

niveles de AG se calcularon contra una curva estándar 

ajustada y se calculó el porcentaje de inhibición. La curva 

de inhibición de 10 puntos es trazada y ajustada con la 5 

ecuación logística de cuatro parámetros para obtener valores 

IC50 usando Activity Base (ver. 7.3.2.1). 

Siguiendo un protocolo esencialmente como se 

describe anteriormente, el compuesto de Ejemplo 1 presenta un 

IC50 de aproximadamente 192 nM ± 73, (n = 5). Los datos 10 

demuestran que el compuesto de Ejemplo 1 inhibe la actividad 

de la enzima de GOAT purificada in vitro. 

Comparando el cambio en la relación de AG a grelina 

total en el grupo tratado con compuesto y aquel del grupo 

tratado con vehículo, se refleja el grado de inhibición de 15 

enzima GOAT in vivo, debido al procesamiento dinámico de UAG  

AG por la enzima GOAT. En los estudios de farmacodinámica in 

vivo aquí, los niveles de AG y UAG en plasma y estómago en 

los grupos tratados con compuesto y vehículo son medidos por 

ELISA específicamente a estos dos analitos. El nivel de 20 

grelina total de cada muestra se computó como la suma de AG y 

UAG por estas mediciones de ELISA. La relación de AG a 

grelina total se define por el nivel de AG en cada muestra 

dividido por el nivel de grelina total en la misma muestra. 

Los niveles de AG, UAG y relación de AG a grelina total en el 25 
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grupo tratado con vehículo son computados y ajustados como 

100%. El cambio relativo de estos parámetros en el grupo 

tratado con compuesto es entonces computado para determinar 

la efectividad del compuesto de prueba. 

 5 

Estudio de BID de 3 días dependiente de la dosis in vivo para 

inhibidor de GOAT: 

Animales y tratamiento 

Se adquirieron ratones macho C57BL/6 de Harlan 

(Indianápolis, IN) a 9 semanas de edad. Se alojaron los 10 

ratones individualmente en una instalación con temperatura 

controlada (24 °C) con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h 

(luces encendidas a 2200 h), y se les dejaron tener libre 

acceso a dieta estándar de roedor (dieta 2014, Harlan) y 

agua. Típicamente, se usaron los ratones cuando son de 10-13 15 

semanas de edad al tiempo del estudio. Al día 0 del 

experimento, se aleatorizaron los ratones en grupos de 

tratamiento (N=7/grupo) de manera que cada grupo tiene pesos 

corporales medios similares. Al día 1 y día 2, los animales 

se trataron con el vehículo (1% de hidroxietilcelulosa, 0.25% 20 

de Tween 80, 0.05% de antiespuma) o el compuesto de prueba 

preparado en el vehículo como una suspensión a varias 

dosificaciones por alimentación forzada oral a las 7 am y 7 

pm. En el día 3, los animales se ayunaron, se movieron en 

jaulas limpias y dosificaron con vehículo o el compuesto de 25 
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ensayo nuevamente a las 8 am por alimentación forzada oral. 

El mismo día a la 1 pm, se sacrificaron los animales por 

decapitación para recolectar la sangre. Para detalles de la 

recolección de sangre y tratamientos de plasma véase la 

sección abajo de Recolección de Sangre y Extracción de 5 

Grelina a partir del plasma. 

Recolección de sangre: 

Se recolectaron aproximadamente 600 µL de sangre en 

un tubo EDTA pre-pesado que contiene 600 µL (definido como 

Vpreservativo) de preservativo recientemente preparado (4 mM de 10 

PEFABLOC® [clorhidrato de fluoruro de 4-(2-

aminoetil)bencensulfonilo], 72 mM de NaCl, 58 mM de NaF, 

0.032 N de ácido clorhídrico, pH 3.0) y se mezcló 

inmediatamente. Se pesó el tubo nuevamente y mantuvo en 

hielo. Para determinar de manera precisa el volumen exacto de 15 

sangre de cada muestra usando este procedimiento de 

recolección de sangre, el peso de la sangre para cada ratón 

se computó usando la siguiente ecuación: 

Peso de la Sangre = (Peso del tubo que contiene 

Sangre + preservativo) – (Peso del tubo que contiene 20 

preservativo) 

Volumen de sangre (Vsangre) = (Peso de la 

sangre)/1.06 

Se observa, la densidad de la sangre del roedor se 

asume como 1.06 g/mL. 25 
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Dentro de 15 minutos después de la recolección de 

sangre, las muestras son centrifugadas a 5000 rpm a 4 °C por 

8 min. Se removió plasma (650 µL) a un tubo de vidrio de 5 mL 

que contiene ácido clorhídrico 1N (65µL), se mezcló y mantuvo 

en hielo. 5 

Extracción de grelina por columna SEP-PAK®: 

Se extrajeron AG y UAG de plasma usando la columna 

SEP-PAK® C18 para eliminar la interferencia previo a la 

realización del ELISA. La extracción de fase sólida de 

péptidos AG y UAG por columnas SEP-PAK® C18 se puede realizar 10 

en un colector a vacío (Aguas Corp) o usando una bomba 

peristáltica. El procedimiento de extracción en columna SEP-

PAK® de la muestra es independientemente aplicado a la 

muestra de plasma obtenida de cada ratón individual. El 

protocolo de extracción general se describe como sigue. 15 

Todas las soluciones usadas para el protocolo 

completo de la extracción de columna SEP-PAK® deben estar en 

una condición enfriadas en hielo. Las columnas SEP-PAK® se 

humedecieron (WAT054960, Aguas Corp, Milford MA) con 99.9% de 

ACN/0.1% de TFA (1 mL de solución de 100 mL de ACN/0.1 mL de 20 

TFA). Se aplicó presión para ajustar la velocidad de flujo 

hasta aproximadamente 1mL/min para remover el líquido del 

lecho de columna pero no permitir que la columna se seque en 

cualquier punto. Una vez que el líquido es removido de la 

columna, se detiene la presión. Se equilibran las columnas 25 
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con 3% de ACN/0.1% de TFA (1 mL de 97 mL de agua, 3 mL de 

ACN, 0.1 mL de TFA). Se aplicó presión para ajustar la 

velocidad de flujo hasta aproximadamente 1mL/min para remover 

el líquido del lecho de la columna, pero no se deja secar la 

columna. Se diluyeron aproximadamente 650 µL de plasma 5 

acidificado (definido como Vplasma agregado a la columna) a 1.4 mL de 

TFA al 0.1% enfriado en hielo. Se cargó todo el plasma 

acidificado diluido total a partir de la etapa de recolección 

de sangre previa en las columnas. Se aplica presión para 

ajustar la velocidad de flujo hasta aproximadamente 0.5mL/min 10 

para permitir a la muestra pasar a través de la columna y los 

péptidos de grelina absorberse en la resina de la columna. No 

se deja secar la columna. Se lavó con 3% de ACN/0.1% de TFA 

(0.9 mL de 97 mL de agua, 3 mL de ACN, 0.1 mL de TFA). Se 

aplica presión para ajustar la velocidad de flujo hasta 15 

aproximadamente 1mL/min para remover el líquido del lecho de 

la columna pero no se deja secar la columna. Se repitió el 

lavado dos veces más. Se eluyó con 60% de ACN/0.1% de TFA (1 

mL de 40 mL de agua, 60 mL de ACN, 0.1 mL de TFA). Se colocó 

un tubo de recolección por debajo de cada columna, se aplica 20 

presión para ajustar la velocidad de flujo hasta 

aproximadamente 0.5 mL/min para empujar el líquido a través 

de la columna y se recolectó el eluyente en el tubo de 

recolección. Las muestras se congelaron en hielo seco 

inmediatamente. Se liofilizaron las muestras en un speed-vac 25 



38 

(Modelo# SC110A, Savant) y almacenaron a -20°C hasta que se 

realiza el ensayo de ELISA. 

Ensayo de ELISA para Grelina: 

Se recubrieron placas de 96 cavidades MULTI-ARRAY® 

MSD® (Meso Scale Discovery, Gaithersberg, MD, Catálogo # 5 

L15XA-3) con 100 µL de 1 µg/mL de un anticuerpo (documento 

WO2005/026211 y documento WO2006/019577) que reconoce el 

dominio medio de tanto las formas aciladas y no aciladas de 

grelina en PBS (Invitrogen). Se aprovecharon los lados de las 

placas para asegurar la cobertura de las cavidades, se 10 

sellaron con sellador adhesivo de placa, e incubaron durante 

la noche a TA. Se descargaron los contenidos y se agregó 

Caseína BlockerTM en PBS (25 µL)  (Thermo Scientific, 

Rockford, IL, Catálogo #37528) a cada cavidad. Se resellaron 

las placas y colocaron en un sacudidor de placa a TA por 1 h.  15 

Se reconstituyeron las muestras de plasma 

preservadas liofilizadas de la columna de extracción SEP-PAK® 

C18 en Caseína BlockerTM en PBS (400 µL a cada muestra, este 

volumen es definido como Vreconsitución), se mezcló bien con un 

mezclador de vórtice e incubó en hielo por 45-60 min. Se 20 

descargaron los contenidos de las placas y se agregaron 

muestras de plasma reconstituidas a 25 µL a cada cavidad. Se 

prepararon curvas estándares de acilgrelina y grelina no 

acilada comenzando con 8000 pg/mL y realizando diluciones 

seriales 1:4 para 8 concentraciones totales. Se agregaron 25 
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estándares preparados por duplicado a las placas bloqueadas 

con 25 µL en cada cavidad. Se sellaron las placas e incubaron 

a TA en un sacudidor de placa por 2 h. 

Se desecharon los contenidos de la placa y se lavó 

tres veces con PBS que incluye 0.1% de TweenTM 20 (150 5 

µL)(PBS-T). El anticuerpo específico de acilgrelina 

(documento WO 2006/091381) o anticuerpo específico de grelina 

no acilada (documento WO 2006/055347) etiquetado con MSD 

SULFO-TAGTM (Meso Scale Discovery) se diluyó a 0.05 µg/mL en 

0.2× de Caseína Blocker que contiene 0.05% de TweenTM 20, 10 

nombrado solución de anticuerpo secundario. Se removió el 

lavado final y se agregó solución de anticuerpo secundario 

(25 µL a cada cavidad) el cual reconoce específicamente AG o 

UAG. Las placas son reselladas e incubadas por 1 h a TA en un 

sacudidor de placa antes del lavado inicial 3× nuevamente con 15 

PBS-T (150 µL/cavidad).  

Se desechó el lavado final y se recolocó con 

Amortiguador de Lectura 1× MSD (150 µL/cavidad). Se leyó la 

señal electroquimioluminiscente generada por activación de 

etiqueta unida MSD SULFO-TAGTM en los electrodos en las placas 20 

usando el analizador MSD® SECTOR® Imager 6000 (Meso Scale 

Discovery). Se calcularon las concentraciones de acilgrelina 

o grelina no acilada con base en la curva estándar respectiva 

generada por el software MSD®. Se determinó la concentración 

de plasma actual para cada muestra multiplicando el nivel de 25 
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acilgrelina o grelina no acilada medido por un factor de 

dilución. El factor de dilución para cada muestra de plasma 

se computa con la siguiente ecuación.  

 Factor de Dilución = (Vsangre + Vpreservativo) × (_____Vreconstitución_____) 

    Vsangre       Vcolumna recargada de plasma 5 
 

Resultados: 

La administración del compuesto de Ejemplo 2 por 3 

días disminuye la AG del plasma por -1%, 5%, 45%, y 48%, e 

incrementa la UAG por 2.24, 2.82, 2.53, y 2.89 veces, 10 

respectivamente a 0.3, 1, 3, y 10 mg/kg (resultados tabulados 

abajo). La administración a 0.3, 1, 3, y 10 mg/kg resulta en 

39, 54, 71 y 77% de reducción respectivamente en AG a una 

relación de grelina total cuando se compara con los animales 

de control tratados con vehículo. Estos resultados demuestran 15 

que el compuesto de Ejemplo 1 suprime la producción de AG y 

eleva la AUG en circulación, como se muestra en el ratón 

agénico de GOAT, in vivo. 

  

 20 

 

 

 

 

 25 

Tratamiento AG  

(% de control) 

UAG 

(% de vehículo de 

control) 

AG/Total-grelina 

(% de control de 

vehículo) 

Vehículo 100 100 100 

0.3 mg/kg 101±25 224±35 61±4 

1 mg/kg 95±18 282±45 46±11 

3 mg/kg 55±6 253±31 29±4 

10 mg/kg 52±10 289±44 23±4 
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REIVINDICACIONES 

Habiéndose descrito la invención como antecede, se 

reclama como propiedad lo contenido en las siguientes. 

 

1. Un compuesto caracterizado porque es de la 5 

fórmula 

 

 

 

 10 

o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable. 

2. El compuesto caracterizado porque es de 

conformidad con la Reivindicación 1 de la fórmula  

 

 15 

 

 

o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable. 

3. El compuesto caracterizado porque es de 

conformidad con cualquiera de las Reivindicaciones 1 ó 2 de 20 

la fórmula 

 

 

 

 25 
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4. Una composición farmacéutica caracterizada 

porque comprende un compuesto de conformidad con cualquiera 

de las Reivindicaciones 1 a 3, o una sal del mismo 

farmacéuticamente aceptable, y uno o más portadores, 

diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables. 5 

5. Una composición farmacéutica de conformidad 

con la Reivindicación 4, caracterizada porque comprende uno o 

más de otros agentes terapéuticos. 

6. Un método para reducir la ganancia de peso, 

caracterizado porque comprende administrar un compuesto de 10 

conformidad con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3, o 

una sal del mismo farmacéuticamente aceptable, a un paciente 

en necesidad del mismo. 

7. Un método para reducir la recuperación de 

peso, caracterizado porque comprende administrar un compuesto 15 

de conformidad con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3, 

o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable, a un 

paciente en necesidad del mismo. 

8. Un método para tratar obesidad, caracterizado 

porque comprende administrar un compuesto de conformidad con 20 

cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3, o una sal del mismo 

farmacéuticamente aceptable, a un paciente en necesidad del 

mismo. 

9. Un método para tratar diabetes tipo 2, 

caracterizado porque comprende administrar un compuesto de 25 
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conformidad con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3, o 

una sal del mismo farmacéuticamente aceptable, a un paciente 

en necesidad del mismo. 

10. Un compuesto de conformidad con cualquiera de 

las Reivindicaciones 1 a 3, o una sal del mismo 5 

farmacéuticamente aceptable, para uso en terapia. 

11. Un compuesto de conformidad con cualquiera de 

las Reivindicaciones 1 a 3, o una sal del mismo 

farmacéuticamente aceptable, para uso en la reducción de la 

ganancia de peso. 10 

12. Un compuesto de conformidad con cualquiera de 

las Reivindicaciones 1 a 3, o una sal del mismo 

farmacéuticamente aceptable, para uso en la reducción de la 

recuperación de peso. 

13. Un compuesto de conformidad con cualquiera de 15 

las Reivindicaciones 1 a 3, o una sal del mismo 

farmacéuticamente aceptable, para uso en el tratamiento de 

obesidad. 

14. Un compuesto de conformidad con cualquiera de 

las Reivindicaciones 1 a 3, o una sal del mismo 20 

farmacéuticamente aceptable, para uso en el tratamiento de 

diabetes tipo 2. 

15. El uso de un compuesto de conformidad con 

cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3, o una sal del mismo 

farmacéuticamente aceptable, en la manufactura de un 25 
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medicamento para reducir la ganancia de peso. 

16. El uso de un compuesto de conformidad con 

cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3, o una sal del mismo 

farmacéuticamente aceptable, en la manufactura de un 

medicamento para reducir la recuperación de peso. 5 

17. El uso de un compuesto de conformidad con 

cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3, o una sal del mismo 

farmacéuticamente aceptable, en la manufactura de un 

medicamento para tratar diabetes tipo 2. 

18. El uso de un compuesto de conformidad con 10 

cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3, o una sal del mismo 

farmacéuticamente aceptable, en la manufactura de un 

medicamento para tratar obesidad. 

 

 15 

 

 

 

 

 20 
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RESUMEN DE LA INVENCIÓN 

 

La presente invención se refiere a inhibidores de 

GOAT novedosos y sus sales y composiciones farmacéuticas de 

los mismos. 5 
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