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IL-8 RECEPTOR ANTAGONISTS
FIELD OF THE INVENTION

This invention relates to a novel group of diamlino squarane compounds,
processes for the preparation thereof, the use thereof in treatng I1.-8, GROa, GROP,
GROy, NAP-2, and ENA-78 mediated diseases and pharmaceutical composttions for
use 1n such therapy

BACKGROUND OF THE INVENTION

Many different names have been applied to Interleulan-8 (JL.-8), such as
neutrophil attractant/activation protem-1 (NAP-1), monocyte derived neutrophil
chemotactic factor (MDNCEF), neutrophul activating factor (NAF), and T-cell
lymphocyte chemotactic factor Interleukin-8 1s a chemoattractant for neutrophils,
basophils, and 2 subset of T-cells It 1s produced by a majonty of nucleated cells
including macrophages, fibroblasts, endothelial and epithelial cells exposed to TNF;
IL-1a, IL-1P or LPS, and by neutrophils themselves when exposed to LPS or
chemotactic factors such as FMLP M Baggiolim et al, J Chin. Invest. 84, 1045
(1989), J Schroder et al, J Immmmol 139, 3474 (1987) and J Immungol, 144, 2223
(1990) , Strieter, et al, Science 243, 1467 (1989) and J. Biol. Chem 264, 10621
(1989), Cassatella et al, J Immuno], 148, 3216 (1992)

Groa, GROB, GROY and NAP-2 also belong to the chemokine o famly
Like IL-8 these chemokines have also been referred to by different names For
insgtance GROa, B, 'y have been referred to as MGSAat, P and 'y respectively
(Melanoma Growth Stmulating Activity), see Richmond et al, ], Cell Physiology
129, 375 (1986) and Chang et al, ] Immunol 148, 451 (1992) All of the chemokmes
of the at-family which possess the ELLR motif directly preceding the CXC motif bind
to the IL-8 B receptor

IL-8, Groc, GROB, GROY, NAP-2 and ENA-78 stmulate a number of
functions 1n vitro They have all been shown to have chemoattractant properties for
neutrophils, while IL.-8 and GROa have demonstrated T-lymphocytes, and
basophiles chemotacnc activity In addition IL-8 can mduce histamine release from

_\S(V\
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basophuls from both normal and atopic mdividuals GRO-ot and JL-8 can n additron,
mduce lysozomal enzyme release and resprratory burst from neutrophils IL-8 has
also been shown to increase the surface expression of Mac-1 (CD11b/CD18) on
neutrophils without de novo protein synthesis This may contnibute to increased
adhesion of the neutrophuls to vascular endothehal cells Many known discases are
charactenized by massive neutrophul mnfiltration. As IL-8, Groa, GROB, GROy and
NAP-2 promote the accumulation and activation of neutrophils, these chemokines
have been :mplicated m a wide range of acute and chronic mnflammatory disorders
including psonasis and rheumatoid arthntis, Baggiolm et al, FEBS Lett. 307, 97

(1992), Miller et al, Cat, Rev, Immunol] 12, 17 (1992), Oppenheim et al, Anni.
Rev, Jmmunol, 9, 617 (1991), Sertzetal, I Cln, Invest, 87, 463 (1991), Muller et

al , Am. Rev Respr, Dng, 146, 427 (1992), Donnely et al,, Lancet 341, 643 (1993)
In additson the ELR chemokines (those contammg the amuno acids ELR motif just
prior to the CXC monf) have also been implicated 1n angiostamis, Stneter eral,
Science 258, 1798 (1992)

In watro, IL-8, Groa, GROP, GROY, and NAP-2 mduce neutrophil shape
change, chemotaxis, granule release, and respiratory burst, by bmding to and
activating receptors of the seven-transmembrane, G-protein-linked family, 1n
particular by binding to IL-8 receptors, most notably the B-receptor, Thomas et al ,
J_Biol. Chem, 266, 14839 (1991), and Holmes et al , Science 253, 1278 (1991) The
development of non-peptide small molecule antagonists for members of this receptor
farmly has precedent. For a review see R. Freidinger in. Progress in Drug Research,
Vol 40, pp 33-98, Birkhauser Verlag, Basel 1993 Hence, the IL-8 receptor
represents a promusing target for the development of novel anti-inflammatory agents

Two lugh affinity human IL-8 receptors (77% homology) have been
charactenzed IL-8Ra, which binds only IL-8 wath high affimty, and IL-8RB, which
has high affinity for IL-8 as well as for GRO-a, GROf, GROy and NAP-2 Sce
Holmes et al , supra, Murphy et al , Science 253, 1280 (1991), Lee et al , J, Bio]l
Chem 267, 16283 (1992), LaRosaetal ,J Piol, Chem 267, 25402 (1992), and
Gayle et al , J, Biol, Chem, 268, 7283 (1993)

ah
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There remauns a need for treatment, 1n this field, for compounds which are
capable of binding to the IL-8 o or f receptor Therefore, conditions associated with
an mncrease 1 I1-8 production (which 18 responsible for chemotaxis of nentrophil
and T-cells subsets mnto the mflammatory site) would benefit by compounds which

5  are mhibitors of IL-8 receptor binding
SUMMARY OF THE INVENTION

This invention provides for a method of treating a chemokine mediated
disease, wheremn the chemolane 15 one which bmds to an IL-8 o or B receptor and
which method comprises admimstering an effective amount of a compound of

10 ‘Formula (I) or a pharmaceutically acceptable salt thereof In particular the
chemokine 15 IL-8
This mvention also relates to & method of mhibiting the binding of IL-8 to its

Jeceptors 1n a mammal 1n need thereof which compnises admimistering to said
-+ mammal an effective amount of a compound of Formula ()

15 Compounds of Formula (T) useful m the present invention are represented by
the structure
O\\ //O ]
(R,)m
N N
OH
()

20 wheremn

R1 1s independently selected from the group consisting of hydrogen, halogen, mtro,
cyano, halosubstituted C1-10 alkyl, C}-10 alkyl, C2-10 alkenyl, C}-10 alkoxy,
halosubstituted C1-10 alkoxy, azide, (CRgRg)q S(O)R4, hydroxy, hydroxy Cj-
4alkyl, aryl, aryl C]-4 alkyl, aryloxy, aryl C)-4 alkyloxy, beteroaryl,

25 heteroarylalkyl, heterocyclic, heterocyclic C1-42lkyl,, heteroaryl C1-4 alkyloxy,
aryl C2-10 alkenyl, heteroaryl C2-10 alkenyl, heterocyche C2.10 alkenyl,

| 3

&
6
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(CRgRg)NR4RS, C2-10 alkenyl C(O)NR4R5, (CRgRg)q C(O)NR4RS,
(CRgRg)q C(O)NR4R 10, S(O)3H, S(0)3R8, (CRgRg)q C(O)R1], C2-10 alkenyl
C(O)R11, C2-10 alkenyl C(O)OR11(CRgRg)q C(O)OR12, (CRgRg)q OC(O)
R11, (CRgRg)GNR4C(O)R11, (CRgRg)q NEIS(O)2R17, (CRgRg)q
S(O)2NR4Rs, or two R] moieties together y form O(CH2)sO-ora5to 6
membered unsaturated nng,

q 15 O, or an mteger having a value of 1 to 10,

113 0, or an integer having a value of 1 or 2,

$ 18 an mteger having a value of 1 to 3,

R4 and R5 are independently selectsd from the group consisting of hydrogen,
optionally substituted Cj.4 alkyl, optionally substituted aryl, optionally
substituted ary] C14alkyl, optionally substituted heteroaryl, optionally
substituted heteroaryl C1-4alky], heterocychic, and heterocyclicCy.4 alkyl, or R4
and RS together with the mitrogen to which they are attached forma 5to 7
member rng which optionally comprises an additional heteroatom selected from
oxygen, nitrogen or sulfur;

Y 15 independently selected from the group conmsting of hydrogen, halogen, mtro,
cyano, halosubstituted C1-10 alkyl, C1-10 alkyl, C2-10 alkenyl, C1-10 alkoxy,

halosubstitated C)-10 alkoxy, azide, (CRgRg)q S(O)R4, hydroxy, hydroxyC-
4aikyl, aryl, aryl C1.4 alkyl, aryloxy, arylC) -4 alkyloxy, heteroaryl,
heteroarylalkyl, heteroaryl C1.4 alkyloxy, heteracyclic, beterocyclic C1-4alkyl,
aryl C2.10 alkenyl, heteroery! C2.-1( alkenyl, heterocyclic C2-10 alkenyl,
(CRgRg)q NR4R5, C2.10 alkenyl C(O)NR4R5, (CRgRg)g C(O)NR4RS,
(CRgRg)q C(O)NR4R10, S(O)3H, S(0)3R8, (CRgRg)g C(O)R11, C2-10 alkenyl
C(O)R11, C2-10 alkenyl C(O)OR]1, C(O)R}1, (CRgRg)q C(O)OR12,
(CRgRg)q OC(0) R1}, (CRgRg)q NR4C(O)R11, (CRgRg)q NHS(O)2Rg, and
(CRgRg)q S(O)7NRy4Rs, or two Y moteties together form O-(CH2)0- ora § to
6 membered unsaturated nng,
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0 1s an integer having a value of 1 to 5,

m 18 an integer having a value of 1 to 4,

Rg 15 hydrogen or C1.4 alkyl,

R10 1s C1-10 alkyl C(O)2Rg,

R]1 15 selected from the group consisting of hydrogen, Cj-4 alkyl, optionally
substituted aryl, optionally substituted aryl C]-4alkyl, optionally substituted
heteroaryl, optionally substituted heteroarylC]-4alkyl, optionally substituted
heterocyclic, and ophionally substituted heterocyclicC1-4alkyl,

R12 1s selected from hydrogen, C1-10 alkyl, optionally substituted aryl and
optionally substituted arylalkyl,

R17 15 selected from the group consisting of C1-4alkyl, aryl, arylalkyl, heféroaryl,
heteroarylC1.4alkyl, beterocyclic, and heterocyelicC1.-4alkyl, wherein the aryl,
heteroaryl and heterocyclic nngs are all optionally substituted.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION
The compounds of Formula (T) may also be used 1n assocjation with the
vetennary treatment of mammals, other than humans, 1n need of inhibihon of IL-8 or
other chemolanes which bind to the IL-8RA and RB receptors Chemolone
mexhiated diseases for treatment, therapeutically or prophylactically, m animals
include disease states such as those noted herein 1n the Methods of Treatment
section.
The following terms, as used herein, refer to
* "halo" - all halogens, that 1s chloro, flnoro, bromo and 10do
¢ "Cp.salkyl" or "alkyl" - both straught and branched chain moseties of 2 to 5
carbon atoms, unless the chain length 18 otherwise hnited, mcluding, but not lmited

to, methyl, ethyl, n-propyl, 1s0-propyl, n-butyl, sec-butyl, 1s0-butyl, tert-butyl, n-

pentyl and the hike

*The term "alkenyl” 18 used herein at all occurrences to mean strasght or
branched chain moieties of 2-10Q carbon atoms, unless the chain length 1s limited

A 1
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thereto, mncludmg, but not humuted to ethenyl, 1-propenyl, 2-propenyl, 2-methyl-1-
propenyl, 1-butenyl, 2-butenyl and the hike.

* "aryl” - phenyl and naphthyl,

*» "heteroaryl” (on 1ts own or 1n any comhnation, such as "heteroaryloxy”, or
"heteroaryl alkyl") - a 5-10 membered aromatic nng system 1n which one or more
nngs contain one or more heteroatoms selected from the group consisting of N, O or
S, such as, but not limted, to pymrole, pyrazole, furan, thiophene, quinoline,
1soqunoline, qunazolinyl, pynidme, pynmudine, oxazole, thiazole, thiadiazole,
tnazole, imudazole, or benzimidazole

* "heterocyclic” (on 1ts own or 1n any combination, such as
"heterocyclicalkyl") - a saturated or pertially unsaturated 4-10 membered nng
systemmwb:chomormmrmgwonmnoneormmh&uomm selected from
the group consisting 6 N, O, ar S, such as, but nbt limited to, pyrrolidine,
pipenidine, piperazinié, morpholine, tetrahydropyran? or mmidazolicne.

*The term “arylalkyl” or "heteroarylalkyl* or. *heterocyclicalkyl” 1s used
herean to mean C1.10 alkyl, as defined above, atfached to an aryl, heteroaryl or
heterocyclic moiety, as also defined heren, unless otherwise indicated

Illustratve compounds of Formula (T) include
3-(2-hydroxy-phenylamino)-4-(2-bromophenylamino)-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
3-(2-hydroxy-phenylamino)-4-(2,3-dichlorophenylamno)-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
3-(4-nitro-2-hydroxy-phenylamino)-4-phenylamino-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
3-(4-cyano-2-hydroxy-phenylammno)-4-phenylamino-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
3«(2-methoxy-benzylammo)-4-phenylamino-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
3-(4-cyano-2-hydroxy-phenylamino)-4-(2-bromophenylamino)-cyclobut-3-ene-1,2-
dionse,
3-{4-cyano-2-hydroxy-pbenylamino)-4-(2-chloropbenylamno)-cyclobut-3-ene-1,2-
dione,
3-(4-cyano-2-hydroxy-phenylamino)-4-(2,3-dichlorophenylamino)-cyclobut-3-ene-
1,2-dione,
3-(2-Hydroxy-phenylamino)-4-(2-phenylphenylamino)-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
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3-(2-Hydroxy-phenylamino)-4-(2-methoxyphenylamino)-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
3-(2-Hydroxy-phenylamino)-4-(2-ethylphenylammino)-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
3-(2-Hydroxy-phenylamino)-4-(2-phenoxyphenylamimo)-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
3-(2-Hydroxy-phenylammno)-4-(2-chlorophenylamino)-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
6-Chloro-3-(3,4-d1oxo-2-phenylamino-cyclobut-1-enylamino)-2-hydroxy-
benzenesulfonamude,
3,4-b1s-(4-cyano-2-hydroxyphenylamino)-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
3-(2-Hydroxy-phenylamino)-4-(2,3-dimethylphenylamino)-cyclobut-3-ene-1,2-
dione,
3-(2-Hydroxy-phenylamino)-4-(2-methyl-4-bromophenylamino)-cyclobut-3-ene-
1,2-cione,
3-(2-Hydroxy-phenylamino)-4-(2-propylphenylamino)-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
3-(2-Hydroxy-phenylamino)-4-(2-methyl-3-chlorophenylammo)-cyclobut-3-ene-1,2-
dione,
3-(2-Hydroxy-phenylamino)-4-(2,3-diméthoXyphenylamino)-cyclobut-3-ene-1,2-
dione,
3-(2-Hydroxy-phenylamino)-4-(2-chloro-3-methylphenylasmino)-cyclobut-3-ene-1,2-
dione,
3-(4-nitro-2-hydroxy-phenylamino)-4-(2-bromophenylamino)-cyclobut-3-ene-1,2-
dione,
3-(4-nmitro-2-hydroxy-phenylamino)-4-(2-chlorophenylamino)-cyclobut-3-ene-1,2-
dione,
3,4-b1s-(4-mtro-2-hydroxyphenylamino)-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
3-[(2-Hydroxy-phenyl)-methyl-amino]-4-phenylamino-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
3-(3-Hydroxy-pyndin-2-ylamino)-4-phenylammo-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
or a pharmacentically acceptable salt thereof

METHODS OF PREPARATION

The compounds of Formula (I) may be obtamed by applyng synthetic
procedures, some of which are iljustrated i the Schemes below The synthesis

provided for in these Schemes 1s applicable for producing compounds of Formula (T)

¢o
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having a vanety of different R, R}, and aryl groups which are reacted, employing
optional substituents whnch are suitably protected, to achieve compatibality with the
reactions outhned herein. Subsequent deprotection, n those cases, then affords
compounds of the nature generally disclosed. Once the guanidine nucleus has been
estabhished, further compounds of these formmias may be prepared by applying
standard techmiques for functional group mterconversion, well known n the art.
While the schemes are shown with compounds only of Formula (T) this 18 merely for

illustration purposes only

Scheme 1

©:;>=o :.’;’>=o > "°\@[;>=o
1 2 r c :
i ool

s 5 4

a) Bry, NaOAc, HOAc, b) CuCN, DMF, reflux, ¢) (BOC),0, DMAP, TEA,
d) K,CO,, MeOH, e) TFA

The dearred amiline §-scheme-1 can be prepared from the commercially
available benzoxazohinone 1-pcheme-1 Bromide 2-scheme-1 can be prepared from
benzoxazolinone 1-gcheme-1 using standard bromination conditions such as bromine
and sodium acetate 1 acetic acid. Bromids 2-scheme-1 can be converted to the
cyamde 3-gcheme-] using standard procedures such as copper (I) cyamde 1n
refluxmg DMF The amide 3-scheme-1 can be converted to the BOC protected
compound 4-gcheme-1 using standard conditions such as BOC anhydnde and
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trethylamine with a catalytic amount of dimethylamnopyrrdine in methylene
chlonde or another smtahle orgamc solvent The oxazolinone 4-scheme-1 can be
converted to the desired amline 6-gcheme-1 by first hydrolysis to the phenol 5-
scheme-1 using standard conditions such as potassium carbonate 1n methanal
followed by removal of the BOC protecting group using standard conditions such as
triflucroacetic acid in methylene chlonide or another suitable orgamc solvent to give
the aniline 6-gcheme-1

= X
o= aXp-

Br HO

Compounds of structure 5 will be obtaned from the commercially available
dumethylether squarate 1 as outlined ;n Scheme 1 Intermediate 3 can be obtamed by
reacting the diethylether squarate 1 with the desired amline 2 1n refluxing ethanol or
other sutable organic solvent. The desired squarane compound 5 can be obtammed by
reacting squarane 3 with a second amilme 4 i refluxing ethanol or other suitable
organic solvent.

SYNTHETIC EXAMPLES

The mvention will now be described by reference to the following examples which
are merely illustrative and are not to be construed as a hmitation of the scope of the present
mvention All temperafures are given 1n degrees centigrade, all solvents are highest
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available punty and all reactions run under anhydrous conditions 1n an argon atmosphere
unless otherwise indicated

In the Examples, all temperatures are in degrees Centigrade (°C) Mass spectra were
performed upon a VG Zab mass spectrometer using fast atom bombardment, unless
otherwise ndicated. 1H-NMR (heremafter "NMR"™) spectra were recorded at 250 MHz
using a Bruker AM 250 or Am 400 spectrometer Multipheities indicated are s=singlet,
d=doublet, t=triplet, q=quartet, m=multiplet and br indicates a broad signal Sat. indicates a
saturated solution, eq indicates the proportion of a molar equivalent of reagent relative to
the pnncipal reactant.

To a solution of 3-ethoxy-4=-(2-hyd:oxyamhno)—cyclobut—3—ena—l.2—dmne (100mg,
0 43mmo}) 10 toluene (2ml) and DMSO (1 drop) was added 2,3-dichloroaniline
(0 07mL., 0 43mmol) aiid reaction was stirred at 110°C overmight The resulting
sohid was collected by filtration, washed with ethyl acetate to remove toluene and

dned ; vacuo LC-MS (m/z] 349 (M)

To a solution of 3-ethoxy-4-(2-hydroxyamlmno)-cyclobut-3-ene-1,2-dione (50mg,
021mmol) n DMSO (1 5mL) was added 2-bromoamine (36 9mg, 0 21mmol) and
reaction was stured at 110°C overnight. Reaction was punified on HPLC
(acetonitnle water) and product was concentrated down Solid was dried = vacuo

LC-MS (m/z) 359 (M)

-10-
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3-(2-phenvylanilino)-4-(2- '}

To a solution of 3-ethoxy-4-(2-hydroxyamlino)-cyclobut-3-ene-1,2-dione (50mg,

0 21mmol) 1n DMSO (1 5mL) was added 2-ammobiphenyl (36 3mg, 0 21mmol) and
reaction was stured at 110°C overmight Reaction was purified on HPLC
(acetonitrile water) and product was concentrated down. Solid was dried in vacuo

LC-MS (w/z) 357 2 (M)

2-methoxyanilino)-4-(2-hydroxygnilino)-cvelobut-3-ene-1.2-dioge
To a solution of 3-ethoxy-4-(2-hydroxyamhno)-cyclobut-3-ene-1,2-dione (50mg,
0 21mmol) 1 DMSO (1 5SmL) was added 2-methoxyamlne (0 024mL, 0 21mmol)
and reaction was stirred at 110°C évermight. Reaction was punified on HPLC

(acetonitnle water) and product was concentrated down Sohid was dned m vacuo
LC-MS (m/z) 311 4 (M+)

[ Z-eth yian{iino =4-{ Z-hydroxyaniiino =¢\ m LARE Ym0
To a solution of 3-ethoxy-4-(2-hydroxyamlino)-cyclobut-3-ene-1,2-dione (SOmg,
0 21mmol) n DMSO (1 5SmL) was added 2-ethylamhne (0 024mL, 0 21mmol) and
reaction was stirred at 110°C overmight. Reaction was punfied on HPLC

(acetonmitnile water) and product was concentrated down Solid was dried i3 vacuo
LC-MS (m/z) 309 (M1)

3-{ Z-DJ : dOb ! __ ir=CRICM I
To a solution of 3-ethoxy-4-(2-hydroxyamlino)-cyclobut-3-ene-1,2-dione (50mg,
0 21mmol) m DMSO (1.5mL) was added 2-penoxyaniime (49mg, 0 2Immeol) and
reaction was stured at 110°C gvermight Reacton was punified on HPLC
(acetomtrile water) and product was concentrated down Solid was dned i vacuo

LC-MS (m/z) 373 M1)

A YCLLON YRR L

EIRUA YRl

-11-
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To a solution of 3-ethoxy-4—(2-hydroxyamhno)—cydobut—3-ene—1.2—dmne (50mg,
0 21mmol) n DMSO (1 SmL) was added 2-chloroantline (0 023mL, 0 21mmol) and

reaction was stired at 110°C overmight. Reachon was punfied opn HPLC
(acetonitrile water) and product was concentrated down Sohd was dned iz vacuo

LC-MS (m/z) 315 (M*)

3-(2-m

To a solution of 3—othoxy-4—(2—hydroxymﬂmo)—cyclobut—3—me—l.2—d1m (50mg,
0.21mmol) m DMSO (1.5mL) was added 2-methylaniline (0 023ml., 0.21mmol) and
reaction was stirred at 110°C overmight. Reaction was punfied on HPLC
(acetonitnle water) and product was concentrated down. Solid was dnied ;m vacue

LC-MS (mi/z) 295 (M*)

To a solution of 3-ethoxy-4-(2-hydroxyamlino)-cyclobut-3-ene-1,2-dione (S0mg,
0.21mmol) 1n DMSO (1.5mL) was added 2,3-dimethylamline (0 026mL, 0 21mmol)
and reaction was stured at 110°C overmght. Reaction was purified on HPLC
(acetonitrile water) and product was concentrated down Solid was dned i vacuo

LC-MS (m/z) 309 (M)

To a solution of 3-ethoxy-4-(2-hydroxyamlino)-cyclobut-3-ene-1,2-dione (SOmg,
0 21mmol) n DMSO (1.5mL) was added 4-bromo-2-methylaniline (40mg,

0 21mmol) and reaction was stured at 110°C overmight. Reachon was punfied on
HPLC (acetonitnle-water) and product was concentrated down Solid was dried in

vacuo LC-MS (m/z) 373 M)

-12-
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To a solotion of 3-ethoxy-4—(2—hydmxyunhno)-cyclobm-3-me-l.2-dmnc (50mg,

0 21mmol) m DMSO (1 SmL) was added 2-propylamlmne (0 030mL., 0 21mmol) and
reaction was stured at 110°C overmight. Reachon was punified on HPL.C
(acetonitrile water) and prodnct was concentrated down. Sohd was dried » vacuo

LC-MS (m/z) 323 (M1)

To a solution of 3-ethoxy-4-(2-hydroxym1hno)—cyclobut—3—ene— 1,2-dione (50mg,

0 21mmol) 1n DMSO (1 5mL) was added 3-chloro-2-methylamline (0 026mL,

0 21mmol) and reaction was stirred at 110°C overmght. Reaction was purified on
HPLC (acetonitrile water) and product was concentrated down Solid was dnied in

vacuo LC-MS (m/z) 329 (M)

To a solution of 3-ethoxy-4—(2-hydmxyam]mo)—cyclobut—3-ene—l,2—d1me (50mg,
0.21mmol) n DMSO (1 SmL) was added 2,3-methoxyamiline (0 031mL, 0 21mmol)
and reaction was sturred at 110°C overmight. Reactron was purified on HPL.C
(acetomitnle water) and product was concentrated down Solid was dried in vacuo

LC-MS (m/z) 341 (MY)

To a soluton of 3-ethoxy-4-(2-hydroxyanihno)-cyclobut-3-ene-1,2-chone (50mg,
0 21mmol) in DMSO (1.5mL) was added 2-chloro-3-methylamime (0 026mL.,

0 21mmol) and reachon was stured at 110°C overnight. Reachon was purified on
HPLC (acetonitnle.water) and product was concentrated down Solid was dned i

vacuo LC-MS (m/z) 329 (M)

-13 -
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To bromoaniline (74mg, 0.43mmol) was added 214 uL of 2M timethyaluminum
toluene at room temperature The mixture was stured until the gasoues evolution
ceased, then was added 3-ethoxy-4-(2-hydroxyamlino)-3-cyclobutene-1,2 dione
(50mg, 0 21 mmol) 1n 1mL methylenechlonde The mixture was reacted at room
temperature for overmght The reaction mixture was quenched with water, followed
by aqueous work up The organic layer was dned over sodnmn sulfate and
concentrated After Gilson HPLC, 14mg (12%) of punified product was obtamed.
LCMS(H") 359

[Z-Dromoapiiing)-4-(£-Hydroxy-4-cyanoanilinoe)-J-cyclobutene-1.2-aione -
A solution of 3,4-diethoxy-3-cyclobutene-1,2-chone (1.2 mL, 8 12 mmol) and 3-
hydroxy-4-amnobenzomitnle (1 25g, 8 11mmol) m ethanol was heated at 85°C for
overmght. A tan precipitates forms The solid was filtered, and collected. 1 12g
(53%) of 3-ethoxy-4-(2-bydroxy-4-cyanoanilino)-3-cyclobutene-1,2-dipne ' was
obtained LC/MS(H+) 259
A muxture of 3-ethoxy-4-(2-hydroxy-4-cyanoanilino)-3-cyclobutene-1,2-dione (0 7g,
2 71mmol) and 2-bromognihine (0 47g, 2 73mmol) were heated 1n 6ml DMSO for
overnight The reaction muxture was cooled to room temperature, and ethylacetate
was added and precipitates formed. The filtrate was perttioned between ethylacetate
and water The organic layer was dnied over sodium sulfate and concentrated. After
Gilson HPLC, 34mg (3%)of punfied product was obtamned. LC/MS (H+) 386

(0 39g, 1 4mmol) and 2-bromoamiline (0 36g, 2 09mmol) 1n 2ml. DMSO was heated
at 110°C for overmight. The reaction muxture was cooled to room temperature, and
ethylacetate was added, and a precipitate formed The filtrate was partitioned
between ethylacetate and water The organic layer was dned over sodium sulfate

-14-
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and concentrated. Titration from acetone and hexanes gave 106mg (19 )of 3-(2-
bromoamlino)-4-(2-hydroxy-4-nitroamlino)-3-cyclobutene-1,2-dione LCMS(H+)
404

={ Z-cnioroaniing )4 R YCER N Y '4'“! 1 FEROLIULUERIG = L . A=CERLAR
A solution of 3-ethoxy-4-(2-Hydroxy-4-nitroanilino)-3-cyclobutene-1,2-dione
(0 38g, 1 37mmol) and 2-chloroamline (0 23ml., 2.2mmol) 1n 2mL DMSO was
heated at 110°C for overmaght The reaction mixture was cooled to room
temperature, and ethylacetate was added, and a precipitate formed The filtrate was
parttioned between ethylacetate and water The orgamc layer was dnied over sodium
sulfate and concentrated. Recrystalized from ethylacetate and hexanes, 203mg
(41%)of 3«(2-chloroamlino)-4-(2-Hydroxy-4-mitroamilino)-3-cyclobutene-1,2-dione
was obtamed LCMS(H+) 360

A solution of 3-ethoxy-4-(2-Hydroxy-4-nitroanilino)-3-cyclobutene-1,2-dione
(0 40g, 1 44mmol) and 2,3-dschloroaniline (0 34g, 2 10mmol) 1n 2ml. DMSO was
heated at 110°C for overmght. The reaction mixture was cooled to room
temperature, and ethylacetate was added, a precipitate formed. The filter cake was
collected. Titrahion from acetone and hexanes gave 68mg (11%)of 3-(2-
chloroamlino)-4-(2-Hydroxy-4-nitroanilino)-3-cyclobutene-1,2-dione LCMS(H+)
394

-15-
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METHOD OF TREATMENT

The compounds of Formula (I), or a pharmaceutically acceptable salt thereof
can be used in the manufacture of a medicine for the prophylactic or therapeutic

treatment of any disease state in a human, or other mammal, which 18 exacerbated or
caused by excessive or unregulated I1-8 cytokine production by such mammal's cell,
such as but not limited to monocytes and/or macrophages, or other chemokines
which bind to the IL-8 & or B receptor, also referred to as the type I or type I
Tecepior

Accordingly, the present invention provides a method of treating a
chemokine mediated disease, wherein the chemolane 1s one which binds to an IL-8

o or P receptor and which method compnses admmstermg an effective amount of a
compound of Formula (I) or 2 pharmaceutically acceptable salt thereof T
particular, the chemokines are I1.-8, GROa, GROB, GROY, NAP-2 or ENA-78

The compounds of Formula (I) are admmnistered m an amount sufficient to
mhibit cytokine function, 1n particulsr IL-8, GROo, GROf, GROY, NAP-2 or
ENA-78, such that they are biologically regulated down to normal levels of
physiclogical function, or 1n some case to subnormal levels, 50 as to ameliorate the
discase state  Abnormal levels of IL-8, GROa, GROf, GROY, NAP-2 or ENA-78
for instance 1n the context of the present invention, constitute (1) levels of free IL-8
greater than or equal to 1 picogram per mL, (u) any cell associated IL-8, GROa,
GROB, GROY, NAP-2 or ENA-78 sbove narmal physiological levels, or (1u) the
presence of IL-8, GROa, GROB, GROY, NAP-2 ar ENA-78 above basal levels n
cells or tissues 1n which 1.-8, GROe, GROB, GROY, NAP-2 or ENA-78
respectively, 15 produced.

The compounds of Formula (I), 1n generally have been shown to have a longer
t172 and 1mproved oral bioavailablty over the compounds disclosed m WO 96/25157
and WO 97/29743 whose disclosures are incorparated herein by reference.

Thete are many disease states 1n which excessive or unregulated IL-8
production 1s imphcated 1n exacerbating and/or causing the disease Chemokine
mediated diseases include psoriagis, atopic dermatitis, osteo arthrins, rheumatoad

-16-
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arthntis, asthma, chronic obstructive pulmonary discase, adult respiratory distress
syndrome, inflammatory bowel disease, Crohn’s disease, ulceratrve colitrs, stroke,
septic shock, multiple sclerosis, endotoxic shock, gram negative sepsis, toxic shock
syndrome, carchac and renal reperfusion mjury, glomerulonephmnitis, thrombosss,
graft vs host reaction, alzhemmers disease, allograft rejections, malana, restinosis,
angiogenesis, atheroscleross, osteoporosis, gmgivitis and undesired hematopoletic
stem cells release and diseases caused by respiratory viruses, herpesviruses, and
hepatitis viruses, memingitis, herpes encephalitis, CNS vasculitis, traumatic bran
injury, CNS tumors, subarachnoid hemorrhage, post surgical tranma, mterstitial
pneumonitis, hypersensitivity, crystal mduced arthritis, acute and chromc
pancreatitis, acute alcoholic hepatitis, necrotizing enterocolihig, chromce sinusitis,
uveitis, polymyositis, vasculitis, acne, gastnc and duodensl ulcers, cehac disease,
esophagitis, glossitis, aurflow obstruction, airway hyperresponsiveness, bronchiolitis
obliterans orgamizing pneumonia, bronchiectasis, bronchioliis, bronchiolitis
obliterans, chronic bronchitis, cor pulmonae, dyspnea, emphysema, hypercapnea,
h;-pennﬂatlon. hypoxemua, hypoxia, surgenical Jung volume reduction, pulmonary
fibroais, pulmonary hypertension, night ventricular hypertropy, sarcordoss, small
airway disease, ventilation-perfusion msmatching, wheeze and lupus

These discases are prnumarily charactenzed by massive neutrophil infiltration,
T-cell infiltration, or neovascular growth, and are associated with increased I1L-8,
GROqa, GROB, GROy, NAP-2 or ENA-78 production which 18 responsible for the
chemotaxis of neutrophils into the inflammatory site or the durechonal growth of
endothelial cells In contrast to other inflammatory cytokines (IL-1, TNF, and IL-6),
IL-8, GROa, GROf, GROY, NAP-2 or ENA-78 have the umque property of
promoting neutrophil chemotaxis, enzyme release mcluding but not linited to
clastase release as well as superoxide production and activation. The a-chemokines
but particularly, GROa, GROB, GROY, NAP-2 or ENA-78, working through the IL-
8 type I or Xl receptor can promote the neovasculanzation of tumors by promoting
the directional growth of endothelial cells Therefore, the mhibition of IL-8 induced

-17 -
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chemotaxis or activation would lead to a direct rednction in the nentrophnl
imfiltration

Recent evidence also implicates the role of chemokimes in the treatment of
HIV infections, Littleman er al , Nature 381, pp 661 (1996) and Koup et al , Nature
381, pp 667 (1996)

Present evidence also mndicates the use of IL-8 mnhibators 1n the treatment of
atherosclerosis The first reference, Bowsvert et al , 1, Clhip, Invest, 1998, 101 353-
363 shows, through bone marrow transplantation, that the absence of IL-8 receptors
on stem cells (and, therefore, on monocytes/macrophages) leads to a reduction 1n the
development of atherosclerotic plaques 1n LDL receptor deficient mice Additional
supporung references are  Apostolopoulos, et al , Arterioscler, Thromb, Vasc, Biol
1996, 16 1007-1012, Liu, et al., Artenoecler, Thromb, Vasc Brol, 1997, 17 317-
323, Rus, et al , Atheroscleropis 1996, 127 263-271 , Wang et al , ], Biol, Chem,
1996, 271 8837-8842, Yue, etal, Eyr, J, Pharmacol 1993, 240 81-84, Koch, et al ,
Am. 1, Pathol,, 1993, 142 1423-1431 , Lee, et al , Inmuno], Lett, 1996, 53, 109-
113, and Terkeltanb et al , Artenioscler Thromb,, 1994, 14 47-53

The present mvention also provides for a means of treating, 1n an acute sethng, as

well as preventing, n those individuals deemed susceptible to, CNS mjunes by the
chemokine receptor antagonist compounds of Formmla (T)

CNS mjunies as defined herein mnclude both open or penetrating head trauma,
such as by surgery, or a closed head trauma jury, such as by an mjury to the head
region. Also included wathn this defimtion 18 1schemuc stroke, particulady to the
bram area,

Ischemic stroke may be defined as a focal nenrologac disorder that resuits
from msufficient blood supply to a particular brain area, usually as a consequence of
an embolus, thromhn, or local atheromatous closure of the blood vesasel The role of
mflammatory cytokines in thus area has been emerging and the present mvention
provides a mean for the potential treatment of these injuries Relanvely little
treatment, for an acute mjury such as these has been available.

-18-
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TNF-a 15 a cytokine with promflammatory actions, mcluding endothehial
leukocyte adhesion molecule expression Leukocytes infiltrate into 1schemic bram
lesions and hence compounds which inhibit or decrease levels of TNF would be
useful for treatment of 1schemic brain myury See Liu et al , Stroke, Vol 25, No 7,
pp 1481-88 (1994) whose disclosure 15 incorporated herein by reference

Models of closed head mmjunes and treatment with mixed 5-L.O/CO agents 15

reference. Treatment, which reduced edema formation, was found to 1mprove
functional outcome in those annmnals treated.

The compounds of Formnla (T) are admmistered 1n an amount sufficient to
mbit IL-8, binding to the IL-8 alpba or beta receptors, from binding to these
receptors, such as evidenced by a reduction m neutrophil chemotaxis and activation
The discovery that the compounds of Formula () dre mhibstors of IL-8 bmding 1s
based upon the effects of the compounds of Formulas (I) 1n the 2 vitro receptor
binding assays which are described herem The compounds of Formula (I) bave
been shown to be inhibitors of type II IL-8 receptors

As used heresn, the term "IL-8 medhated disease or disease state” refers to
any and ail disease states 1 which IL-8, GROa, GROB, GROY, NAP-2 or ENA-78
plays a role, esther by production of IL-8, GROa, GROf, GROY, NAP-2 or ENA-78
themselves, or by IL-8, GROa, GROf}, GROY, NAP-2 or ENA-78 cansing another
monolane to be released, such as but not imited to IL-1, IL-6 or TNF A discase
state 1n which, for instance, IL-1 18 a major component, and whose production or
action, 18 exacerbated or secreted 1n response to IL-8, would therefore be considered
a disease state mediated by I8

As used herein, the term "chemokine mediated disease or disease state” refers
to any and all disease states 1n which a chemolane which binds to an IL-8 a or B
receptor plays a role, such as but not hmuted to IL-8, GRO-a, GRO-P, GROY, NAP-
2 ar ENA-78 This would include & disease state in winch, IL-8 plays a role, esther
by production of IL-8 itself, or by IL-8 causing another monokine to be released,
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such as but not limated to IL-1, IL-6 or TNF A disease state in which, for instance,
IL-1 15 2 major component, and whose production or action, 1s exacerbated or
secreted 1 response to IL-8, would therefore be considered a disease stated mediated
by IL-8

As used herein, the teym "cytokine” refers to any secreted polypeptide that
affects the functions of cells snd 15 a molecule, which modulates mnteractions
between cells in the immupe, inflammatory or hematoposetic response A cytolkine
includes, but 13 not hmited to, monokenes and lymphokines, regardless of which
cells produce them. For istance, a monokine 15 generally referred to as being
produced and secreted by a mononuclear cell, such as a macrophage and/or
monocyte Many other cells however also produce monokines, such as natural kuller
cells, fibroblasts, basophuls, neutrophils, endaothelial cells, bran astrocytes, bone
marrow stromal cells, emderel keratinocytes and B-lymphocytes Lymphokines are
generally referred to as being produced bty lymphocyte cells Examples of cytokines
mclude, but are not hmited to, Interieulan-1 (1L-1), Interlenkin-6 (IL~6), Interieukin-
8 (IL-8), Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-ar) and Tumor Necrosis Factor beta
(TNF-8)

As used heresn, the term "chemokine™ refers to any secreted polypeptide that
affects the functions of cells and 15 a molecule which modulates mteractions between
cells 1 the immune, inflammatory or hematopoietic response, similar to the term
“cytokine” above A chemokine 18 pnmarily secreted through cell transmembranes and
canses chemotaxis and activahion of specific white blood cells and leukocytes,
neutrophils, monocytes, macrophages, T-cells, B-cells, endothehal cells and smooth
muscle cells Examples of chemokines mclude, but are not limrted to IL-8, GRO-«a,
GRO-B, GRO-y, NAP-2, ENA-78, IP-10, MIP-1ax, MIP-§, PF4, and MCP 1, 2, and 3

In order to uss a compound of Fopmula (I) or a pharmaceutically acceptable
salt thereof 1n therapy, 1t will normalty be formulated into a pharmaceutical
composition in accordance with standard pharmaceutical practice  This invention,
therefore, also relates to a pharmaceutical composition compnising an effective, non-
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toxic amoumt of a compound of Formnla (I) and a pharmacentically acceptable
camer or diluent.

Compounds of Formula (I), pharmaceutically acceptable salts thereof and
pharmaceutical compositions mcorporating such may convemently be admimstered
by any of the routes conventionally used for drug admmstration, for instance, orally,
topically, parenterally or by inhalahon. The compounds of Formula (I) may be

adnunistered 1n conventional dosage forms prepared by combining a compound of
Formula (T) with standard pharmaceutical carners according to conventional

procedures The compounds of Formmla (T) may also be administered 1n
conventional dosages in combination with a known, second therapeutically acthve
compound. These procedures may involve mixing, granulating and compressing or
dissolving the mgredients as appropnate to the desired preparation It wall be
appreciated that the form and character of the pharmaceutically acceptable character
ar diluent 18 dictated by the-amount bf active ingredient with whach 1t 18 to be
combined, the route of adnuntstration and other well-known varables The
carner(s) must be "acceptable” m the sense of being companble with the other
mgredieats of the formulation and not deletenous to the recipient thereof

The pharmacentical camer employed may be, for example, cither a solid or
hqud Exemplary of solid camers are lactose, terra alba, sucrose, talc, gelahn, agar,
pectin, acacia, magnegium stearate, steanc acid and the like. Exemplary of hqud
carmers are syrup, peanut otl, olive o1l, water and the hike. Simiarly, the carmmier or
diluent may mclude tume delay material well known to the art, such as glyceryl
mono-stearate or glyceryl distearate alone or with a wax

A wide vanety of pharmaceutical forms can be employed. Thus, if a solhd
carrier 18 used, the preparation can be tableted, placed 1n a hard gelatin capsule 1n
powder or pellet form or i the form of a troche or lozenge The amount of solid
carner will vary widely but preferably will be from about 25mg to about 1g When
a2 hquud camer 18 used, the preparation will be 1n the form of a syrup, emulsion, soft
gelatin capsule, stenle mjectable hiqmd such as an ampule or nonagqueous iqud
suspension

-21-
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Compounds of Formula (I) may be admmistered topically, that 1s by non-
systemic admunistration  Thas includes the apphication of a compound of Formula (T)
externally to the eprdernus or the buccal cavity and the mstillation of such a
compound 1nto the ear, eye and nose, such that the compound does not sign:ficantly
enter the blood stream. In contrast, systemic admunustration refers to oral,
miravenous, intrapentoneal and mtrammscular admmstrahon

Formulations suitable for topical admmistration mclude hquid or serm-hiquid
preparahons suitable for penetration through the skin to the site of mflammation
such as limiments, lotions, creams, ointments or pastes, and drops suitable for
admumstration to the eye, ear or nose. The active ingrechent may compnse, for
topical admmstration, from 0 001% to 10% w/w, for instance from 1% to 2% by
weight of the Formulation It may however comprise as moch as 10% w/w but
preferably will comprse less than 5% w/w, more preferably from 0 1% to 1% w/w
of the Formulahon.

Lotions according to the preseat invention mclnde those smtable for
apphcation to the skan or eye  An cye lotion may comprise a stenle aqueous solution
optionally contaning a bactencide and may be prepared by methods sumilar to those
for the preparation of drops Lotions or lmuments for application to the skon may
also mnclude an agent to hasten drying and to cool the skin, such as an alcohol or
acetone, and/or a mostunizer such as glycerol or an oul such as castor o1l or arachis
ol

Creams, omntments or pastes according to the present invention are sem-solid
formulations of the active ingredient for external apphicabon They may be made by
muxing the active mgredient m finely-divided or powdered form, alone or in solution
Of SUSpensIoN In an aqueous or nop-aquecus flmd, with the aud of smtable
machinery, with a greasy or non-greasy base. The base may compnse hydrocarbons
such as hard, soft or Iiquud peraffin, glycerol, beeswax, a metallic soap, a mucilage,
an o1} of natural ongin such as aimond, corn, arachis, castor or olive o1l, wool fat or
its denivatives or a fatty acid such as stenic or oleic acid together with an aicohol

such as propylene glycol or a macrogel The formulahon may incorporate any
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suitable surface active agent such as an anionic, cahiomc or non-ionic surfactant such
as a sorbitan ester or a polyoxyethylene denivative thereof Suspending agents such
as natural gums, cellulose denvatives or inorganic matenals snch as sihcaceous
silicas, and other ingredients such as lanolin, may also be included.

Drops according to the present invention may compnse sterile aqueous or
oily solutions or suspensions and may be prepared by dissolving the active
ingredient 1n a suitable aqueous solution of a bactencidal and/or fimgicidal agent
and/or any other suitable preservative, and preferably mcluding a surface active
agent. The resulting solution may then be clanified by filtration, transferred to a
suitable contaner which 1s then sealed and stenhized by antoclaving or mamtaiming

at 98-100 °C for half an hour Alternatively, the solution may be stenlized by
filtration and transferred to the contaner by an aseptic technique Examples of
bactericidal and fungicidal agents smitable for mclusion 1n the drops are
phenylmercunc nitrate or acetate (0 002%), benzalkonsum chlonde (0 01%) and
chlorhexidine acetate (0 01%) Suitable solvents for the preparation of an cily
solution include glycerol, diluted alcohol and propylene glycol

Compounds of formnla (I) may be administered parenterally, that 18 by
intravenous, mtramuscular, subcutaneous mtranasal, intrarectal, mtravaginal or
mtraperitoneal adommstration  The subcutaneous and mtramuscular forms of
parenteral admuimistration are generally preferred. Appropnate dosage forms for such
admimstration may be prepared by conventional techmques Compounds of
Formula (I) may also be administered by mhalation, that 1s by intranasal and oral
mhalation admmstration. Appropriate dosage forms for such admumstration, such
as an aerosol formulation or a metered dose mhaler, may be prepared by
conventional techmiques

For all methods of use disclosed heren for the compounds of Formula (I),
the daily oral dosage regumen will preferably be from about 0 01 to about 80 mg/kg
of total body weaght. The daily parenteral dosage regimen about 0 001 to about 80
mg/kg of total body weight The daily topical dosage regimen will preferably be
from 0 1 mg to 150 mg, admmstered one to four, preferably two or three tiunes

IS



10

15

w

0192202 PCT/USO1/176T8

daly The dauly mnbalation dosage regumen will preferably be from about 0 01
mg/kg to about 1 mg/kg per day It will also be recognized by one of skill in the art
that the optimal quantity and spacing of mdividual dosages of a compound of
Formula (I) or & pharmaceutically acceptable salt thereof will be determined by the
nature and extent of the condition being treated, the form, route and site of
admumstration, and the particnlar patient being treated, and that such optimums can
be determined by conventional techmques. It will also he appreciated by one of skill
i the art that the optima] course of treatment, 1.e , the number of doses of a
compound of Formula (I) or a pharmaceutically acceptable salt thereof given per day
for a defined number of days, can be ascertamned by those skilled 1n the art using
conventional course of treatment determination tests

The invention will now be described by reference to the following biological
examples which are merely illustrative and are not to be construed as & hmutation of
the scope of the present mvention

BIOLOGICAL EXAMPLES

The IL-8, and Gro-a chemolkine mhibitiory effects of compounds of the
present mvention were determuned by the following 1n vitro assay
Recgptor Binding Assavs.

[1257) 1.8 (buman recombinant) was obtamed from Amersham Corp ,
Arhngton Heaghts, I1., with specific activity 2000 Ci/mmol Gro-&; was obtained
from NEN- New England Nuclear All other chemicals were of analytical grade
High levels of recombmant human IL-8 type o and P receptors were mdividuaily
expreased 10 Chinese hamster ovary cells as described previously (Holmes, et al ,
Saence, 1991, 253, 1278) The Chinese hamster ovary membranes were
homogenized according to a previously descnbed protocol (Haour, et al., J Biol
Chem., 249 pp 2195-2205 (1974)) Except that the homogemzation buffer was
changed to 10mM Tns-HCL, 1mM MgS04, 0 5SmM EDTA (cthylenc-diamnetetra-
acetic acul), LmMPMSF (a-toluencsulphonyl fluonde), 0 5 mg/L. Leupeptin, pH 7 5
Membrane protein concentration was determined using Pierce Co micro-assay kit
using bovine serum albumin as a standard. All assays were performed 1n a 96-well
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mucro plate format. Each reaction mixture contamned 1257 11.-8 (0 25 aM) or 1251
Gro-x and 0 5 pg/mL of IL-8Rx or 1 0 pg/mL of IL-8Rf membranes 1n 20 mM Bis-
Trispropane and 0 4 mM Tnis HC1 buffers, pH 8 0, contamning 1 2 mM MgS04, 0 1
mM EDTA, 25 mM NaCl and 0 03% CHAPS In addihon, drug or compound of
mterest was added which had been pre-dissolved in DMSO so as to reach a final
concentration of between 0 01oM and 100 uM The assay was imtiated by addition

of 12511L-8 After 1 hour at room temperature the plate was harvested using a
Tomtec 96-well harvester onto a giags fber filtermat blocked with 1%
polyethylenimine/0 5% BSA end washed 3 umes with 25 mM NaCl, 10 mM
TnsHCl, 1 mM MgSO04, 0 5 mM EDTA, 003 % CHAPS, pH 74 The filter'was
then dned and counted on the Betaplate liquud scintillation coomter The
recombinant IL-8 Rat, or Type I, receptor 18 also referred to herein as the non-
permussive receptor and the recombinant IL-8 Rf, or Type II, receptor 18 referred to
as the permissive receptor

All of the exemplified compounds of Formulas (I) noted herein m the
Syntbetic Chermistry Section, Example 1 to 15, demonstrated an IC50 from about 45
to about <1 pg/mL 1n the permsaive models for IL-8 receptor mhibition Of those
compounds tested, Examples 1 to 12 were also found to be mhibitors of Gro-ot
binding at about the samse level
Chemotaxis Agsay :

The 1 vitro inhibitory properties of these compounds are determined 1 the
neutrophil chemotaxis assay as described i Current Protocols in Immunology, vol I,
Suppl 1, Umt 6 12 3, whose disclosure 1s incorporated herein by reference 1n 1ts
entirety Neutrophils where 1solated from human blood as described 1n Current
Protocols m Immunology Vol 1, Suppl 1 Umt 7 23 1, whose disclosure 15
mcorporated herem by reference m its entirety  The chemoatiractants IL-8, GRO-,
GRO-B, GRO-y and NAP-2 are placed m the bottom chamber of a 48 muitiwell
chamber (Neuro Probe, Cabin John, MD) at a concentration between 0 1 and 100
nM. The two chambers are separated by a Sum polycarbonate filter When
compounds of this invention are tested, they are mixed with the cells (0 001 - 1000
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nM) just prior to the addition of the cells to the upper chamber Incubation 1s

allowed to proceed for between about 45 and 90 mm at about 370C 1 a bumicified
incubator with 5% CO9 At the end of the mncubation penod, the polycarbonate

membrane 18 removed and the top side washed, the membrane then stained using the
Daff Quick staming protocol (Baxter Products, McGaw Park, IL, UUSA) Cells which
have chemotaxed to the chemolkane are visually counted using a microscope
Generally, four fields are counted for each sample, these numbers are averaged to
give the average number of cells which had migrated. Each sample 15 tested i
triphicate and each compound repeated at least four imes To certain cells (positive
control cells) no compound 18 added, these cells represent the maximum chemotactic
response of the cells In the case where & negative control (unstimulated) 15 dessred,
no chemokne 18 added to the bottom chamber The difference between the positive
control and the negative control represents the chemotactic activity of the cells
Elastase Release Assay

The compounds of this invention are tested for their ability to prevent
Elastase reloase from human neutrophils. Neutrophiis are 1solated from himan
blood as described 1 Current Protocols m Immunology Vol I, Suppl 1 Umit 723 1

PMNs 0 88 x 106 cells suspended 1n Rmger's Solution (NaCl 118, XC1 4.56,
NaHCO3 25, KH2PO4 1 03, Glucose 11 1, HEPES 5 mM, pH 7 4) are placed 1n
each well of 2 96 well plate 1n a volume of 50ul To this plate 15 added the test
compound (0 001 - 1000 nM) m a volume of 50 ul, Cytochalasin B 1 a volume of
50 ul (20ug/ml) and Ringers buffer mn a volume of 50ul These cells are allowed to
warmm (37 °C, 5% CO2, 95% RH) for 5 mn before IL-8, GROa, GROB, GROY or
NAP-2 at a final concentration of 0 01 - 1000 oM was added. The reachon 1s
allowed to proceed for 45 min before the 96 well plate 15 centrifuged (800 xg 5 mun)
and 100 ul of the supernatant removed. This suppernatant 1 added to a second 96
well plate followed by an artificial elastase substrate (MeOSuc-Ala-Ala-Pro-Val-
AMC, Nova Biochem, La Jolla, CA) to a final concentration of 6 ug/m] dissolved 1
phosphate buffered saline  Immediately, the plate 1s placed in a flucrescent 96 well
plate reader (Cytofluor 2350, Millipore, Bedford, MA) and data collected at 3 mun
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intervals according to the method of Nakajna et al J Biol Chem 234 4027 (1979)
The amount of Elastase released from the PMNs 13 calculated by measunng the rate
of MeOSuc-Ala-Ala-Pro-Val-AMC degradation
INF-g in Tranmatic Brain Injury Agsay

The present assay provides for exarmnaton of the expression of tamor
necrosis factor mRNA 1n specfic bramn regions which follow experimentally induced
latera] flmd-percussion traumatic brain iyury (TBI) m rats  Adult Sprague-Dawley
rats (n=42) were anesthetized with sodiom pentobarbital (60 mg/kg, 1 p ) and
subjected to lateral fluud-percussion brain mjury of moderate seventy (2 4 atm )
centered over the left temporapanetal cortex (n=18), or "sham" treatment (anesthesia
and surgery without mjury, n=18) Animals are sacrificed by decapitation at 1, 6 and
24 hr post injury, brains removed, and tissue samples of left (mjured) panetal cortex
(LC), camresponding area 1 the contralateral nght cortex (RC), cortex adjacent to
mjured parietal cortex (LA), corresponding adjacent area 1n the night cortex (RA),
left hippocampus (LH) and nght hippocampus (RH) are prepared. Total RNA was
1solated and Northern blot hybridization 18 performed and quantitated relative to an
TNF-¢ positive control RNA (macrophage = 100%) A marked increase of TNF- o
mRNA expression 18 observed m LH (104x17% of positive control, p <005
compared with sham), LC (105+21%, p< 0 05) and LA (65+8%, p < 0 01) 1n the
traumatized hermisphere 1 hr following mjury An mcreased TNF- @ mRNA
expression 13 also observed 1n LH (46+8%, p < 0 05), LC (30+3%, p<001) and LA
(32+3%, p <0 01) at 6 hr which resolves by 24 hr following mjury In the
contralateral heymsphere, expression of TNF- @ mRNA 18 increased in RH (46+2%,
p <001), RC (4+3%) and RA (2218%) at 1 hr and 1n RH (28+11%), RC (7+5%)
and RA (2646%, p < 005) at 6 br but not at 24 hr following injury In sham
(surgery without mnjury) or nasve ammais, no consistent changes m expression of
TNF- a mRNA are observed in any of the 6 bramn areas in either hermsphere at any
ttmes These results indicate that following parasagittal fluid-percussion bram
injury, the temporal expression of TNF-a mRNA 15 altered in specific brain regions,
mcluding those of the non-traumatized hermsphere  Since TNF-o 18 able to induce
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nerve growth factor (NGF) and sumulate the release of other cytolanes from
activated astrocytes, this post-tranmatic alterahon 1n gene expression of TNF- plays
an important role in both the acute and regenerative response to CNS trauma.
CNS Injury model for IL-8 mRNA

This assay charactenzes the regional expression of mterleukin-18 (1L-18)
mRNA 1n specific brain regrons following experimental lateral fimid-percussion
traumatic brain mnjury {TBI) ;n rats Adult Sprague-Dawley rats (n=42) are
anesthehzed with sodium pentobarbital (60 mg/kg, 1 p ) and subjected to lateral
flurd-percussion bram myury of moderate seventy (2 4 atm.) centered over the left
temporapanetal cortex (n=18), or "sham" treatment (anesthesia and surgery
without inqjury) Ammals are secrificed at 1, 6 and 24 hr post injury, bramns
removed, and tissue samples of left (injured) panetal cortex (LC), correspondung
area in the contralateral nght cortex (RC), cortex adjacent to mjured panetal
cortex (L.A), corresponding adjacent area 1n the nght cortex (RA), left
hippocampus (LH) and nght hrppocampus (RH) are prepared. Total RNA 15
1solated and Northern blot hybndization was performed and the quantity of bramn
tissue IL-18 mRNA 1s presented as percent relative radiosctivity of IL-18 posiive
macrophage RNA which was loaded on same gel At 1 hr following bramn mjury,
a marked and significant increase mn expression of IL-18 mRNA 1s observed m L.C
(20 0+0 7% of posittve control, n=6, p < 0 05 compared with sham amimal), LH
(24 50 9%, p <0 05) and LA (21 513 1%, p < 0 05) 1n the injured hemisphere,
which remained elevated up to 6 br post mjury 1n the LC (4 030 4%, n=6,
p<00S)and LH (5 0+1 3%, p <0 05) In sham or nayve amumals, no expression
of IL-18 mRNA 15 observed mn any of the respective bram areas. These results
mdicate that following TBI, the temporal expression of IL-18 mRNA 15 regionally
stumulated 1n specific bramn regions These regional changes in cytokines, such as
IL-18 play a role mn the post-tranmatic

All publications, including but not Lirmited to patents and patent
applications, cited 1n this specification are herein incorporsted by reference as if
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each mdividual publication were specifically and individually mdicated to be
incorporated by reference herein as though fully set forth.

The above description fully discloses the invention mcluding preferred
embodiments thereof Modifications and improvements of the embodiments
specifically disclosed herein are within the scope of the following claims
Without further elaboration, it 18 believed that one skilled 1n the area can, using
the preceding description, utilize the present invention to 1ts fullest extent.
Therefore the Examples herein are to be construed as merely illustrative and not a
Irmutation of the scope of the present invention 1n any way The embodiments of
the invention 1n which an exclusive property or pnivilege 1s claimed are defined as
follows

-20.
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What 15 claimed 15
1 A compound of the formula.

O\\ 4’0 ]
(R
Qe
OH
@

wheremn

R] 1s independently selected from the group consisting of hydrogen, halogen, mitro,
cyano, balosubstituted C1-10 alkyl, C1-10 alkyl, C2-10 alkeayl, Cj.10 alkoxy,
halosubstituted C1-10 alkoxy, azide, (CRgRg)q S(O}R4, hydroxy, hydroxy C]-
4alkyl, aryl, aryl C1-4 alkyl, aryloxy, aryl C14 elkyloxy, heteroaryl,
heteroarylalkyl, heterocyclic, heterocyclic C1-4alkyl,, beteroaryl C1-4 alkyloxy,
aryl C2-10 alkenyl, heteroaryl C2-10 alkenyl, heterocyche C2-10 alkenyl,
(CRgRg)}GNR4RS, C2-10 alkenyl C(O)NR4RS, (CRgRg)q C(O)NR4RS,
(CRgRg)q C(O)NR4R10, S(O)3H, S(0)3R8, (CRgRg)q C(O)R11, C2-10 alkenyl
C(O)R11, C2-10 alkenyl C(O)OR11(CRgRg)q C(O)OR12, (CRgRg)q OC(O)
R11, (CRgRg)QNR4C(O)R11, (CRgRg)g NHS(O)2R17, (CRgRg)q, and
(O)2NR4Rs, or two R] mozeties together y form O-(CH2)sO-ora5to 6
membered ungaturated ring,

q 18 0, or an integer having a value of 1 to 10,

t 15 0, ar an integer having a value of 1 or 2,
8 18 an integer having a value of 1 to 3,

R4 and R5 are mndependently selected from the group consisting of hydrogen,
optonally substituted C1.4 alkyl, optionally substituted aryl, optiopally
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substituted aryl C1.4alkyl, optionally substituted heteroaryl, optionally
substituted heteroaryl C1_4alkyl, heterocyclic, and heterocychicCi-4 alkyl, or R4
and R5 together with the mitrogen to which they are attached forma 5 to 7
member nng which optionally compnses an additional heteroatom selected from
oxygen, nitrogen or sulfur;

Y 1s independently selected from the group consisting of hydrogen, halogen, mitro,
cyano, halosubstituted C1.10 alkyl, C}-10 alkyl, C2-10 alkenyl, Cj.10 alkoxy,
halosubstituted Cj_10 alkoxy, aude, (CRgRg)q S(O)tR4, hydroxy, hydroxyCj.
4alkyl, aryl, aryl C}4 alkyl, aryloxy, arylCj4 alkyloxy, heteroaryl,
beteroarylalkyl, heteroaryl C1-4 alkyloxy, heterocyclic, heterocyclic C1.4alkyl,
aryl C2-10 alkenyl, heteroaryl C2-10 alkenyl, heterocyclic C2-10 alkenyl,
(CRgRg)q NR4R35, C2-10 alkenyl C(O)NR4R35, (CRgRg)q C(O)NR4RS,
(CRgRg)q C(O)NR4R 10, S(O)3H, S(0)3Rs, (CRgRg)q C(O)R11, C2-10 alkenyl
C(O)R11, C2-10 atkenyl C(O)OR11, C(O)R11, (CRgRg)q C(O)OR]2,
(CRgRg)q OC(0) R11, (CRgRg)q NR4C(O)R11, (CRgRg)q NHS(O)2Rg, and
(CRgRg)q S(O);NR4Rs, or two Y moieties together form O-(CH2)sO- ora 5 to
6 membered unsaturated nng,

n 18 an integer having a value of 1 to 5,

m 15 2n mteger baving a value of 1 to 4,

Rg 18 hydrogen or C14 alkyl,

R101s C].10 alkyl C(O)2Rg,

R1]1 1s selected from the group consisting of hydrogen, C1-4 alkyl, optionally
substituted aryl, optionally substituted aryl C1.4alkyl, optionally substituted
heteroaryl, optionally substituted heteroarylCj-4alkyl, optionally substituted
heterocychic, and optionaily substituted heterocyclicC1-4alkyl,

R]2 15 selected from hydrogen, C1-10 alkyl, optionally substituted aryl and
optionally substituted arylalkyl,
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R17 15 selected from the group consisting of C1-4alkyl, aryl, arylalkyl, heteroaryl,
heteroarylC] 4alkyl, heterocyclic, and heterocyclicC1-4alkyl, wherein the aryl,
heteroaryl and heterocyclic rings are all optionally substxtuted

2 The compound according to Claim 1 whuch 15
3-(2-hydroxy-phenylamino)-4-(2-bromophenylamino)-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
3-(2-hydroxy-phenylamino)-4-(2,3-dichlorophenylamino)-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
3-(4-mtro-2-hydroxy-phenylammno)-4-phenylammno-cyclobut-3-cne-1,2-dione,
3-(4-cyano-2-hydroxy-phenylamino)-4-phenylamino-cyclobut-3-ene-1,2-cione,
3-(2-methoxy-benzylamino)-4-phenylamino-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
3-(4-cyano-2-hydroxy-phenylamino)-4-(2-bromophenylamino)-cyclobut-3-ene-1,2-
dione,
3-(4cyano-2-hydroxy-phenylamino)-4-(2-chlorophenylamino)-cyclobut-3-ene-1,2-
dione,
3-(4-cyano-2-hydroxy-pheaylammo)-4-(2,3-dichlorophenylamino)-cyclobut-3-ene-
1,2-dione,
3-(2-Hydroxy-phenylemino)-4-(2-phenyiphenylamino)-cyclobut-3-epe-1,2-dione
3-(2-Hydroxy-phenylamino)-4-(2-methoxyphenylamino)-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
3-(2-Hydroxy-phenylammno)-4-(2-ethylphenylammo)-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
3-(2-Hydroxy-phenylammo)-4-(2-phenoxyphenylammo)-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
3-(2-Hydroxy-phenylammno)-4-(2-chlorophenylamino)-cyclobut-3-ene-1,2-dwone,
6-Chloro-3-(3,4-d10x0-2-phenylamimno-cyclobut-1-enylamino)-2-hydroxy-
benzenesulfonamide,
3,4-bus-(4-cyano-2-hydroxyphenylamno)-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
3-(2-Hydroxy-phenylamino)-4-(2,3-dimethylphenylammo)-cyclobut-3-ene-1,2-
drone,
3-(2-Hydroxy-phenylamino)-4-(2-methyl-4-bromophenylammo)-cyclobut-3-ene-
1,2-chone,
3-(2-Hydroxy-phenylammo)-4-(2-propylphenylamino)-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
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3-(2-Hydroxy-phenylamino)-4-(2-methyl-3-chlorophenylamino)-cyciobut-3-ene-1,2-
dione,
3-(2-Hydroxy-phenylamino)-4-(2,3-dimethoxyphenylammno)-cyclobut-3-ene-1,2-
dione,
3-(2-Hydroxy-phenylamino)-4-(2-chloro-3-methylphenylamino)-cyclobut-3-ene-1,2-
dione,
3-(4-mtro-2-hydroxy-phenylamino)-4-(2-bromophenylamino)-cyclobut-3-ene-1,2-
dione,
3-(4-nitro-2-hydroxy-phenylarmno)-4-(2-chlorophenylamino)-cyclobut-3-ene-1,2-
dione,

3,4-bis(4-mitro-2-hydroxyphenylammo)-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
3-[(2-Hydroxy-phenyl)-methyl-amino]-4-phenylamino-cyclobut-3-ene-1,2-dione,
3-(3-Hydroxy-pyndin-2-ylamino)-4-phenylammo-cyclobut-3-ene-1,2-dione,

or a pharmaceutically acceptable salt thereof

3 A pharmacentical composihon compnsing an effective amount of a

compound according to Claum 1, and a pharmaceutically acceptable carner or
diluent

4 A method of treating a chemokine mediated disease state, wheremn the
chemokine binds to an IL-8 a or P receptor m a mammal, which comprises
admumstering to said mammal an effective amount of & compound of the formula
according to cletm 1

5 The method according to Claun 4 wherein the mammal 1s afflicted with a
chemolane mediated digease selected from 17

6 The method according to Claumn 16 wherein the mammal 15 afflicted with a

chemolane mediated disease selected from atopic dermanitis, osteo arthntis,
theumatoid arthritis, asthma, chronic obstructive pulmonary disease, adult
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respiratory distress syndrome, inflammatory bowel disease, Crohn's disease,
ulcerative colins, stroke, septic shock, multiple scleroms, endotoxic shock, psorians,
gram neganve separs, toxic shock syndrome, cardiac and renal reperfusion mjury,
glomerulonephnitis, thrombosis, graft vs host reaction, alzheimers disease, allograft
rejections, malana, restinosis, angiogenes:s, atherosclerosis, osteoporosis, gingivitis
and undeaired hematopaietic stem cells release, diseases caused by respiratory
viruses, herpesviruses, and hepatins varuses, meningitis, hespes encephalitis, CNS
vasculitis, traumatic bram mjury, CNS tumors, subarachnoid hemorrhage, post
surgical tranma, cystic fibrosis, pre-term labour, cough, pruntus, mterstitial
poeumomtis, hypersensitivity, crystal mnduced arthntis, lyme arthnitis, fibrodysplasia
ossificans progressiva, acute and chromic pancreatitis, acute alcoholic hepatitis,
necrohizing enterocolitis, chromc sinusitis, oveatis, polymyositis, vasculitis, acne,
gastric and duodenal ulcers, celiac disease, esophagihs, glossitis, awrflow obstruction,
arrway hyperresponsiveness, bronchiolitis obliterans orgamizing pneumonia,
bronchsectasis, bronchiohias, bronchiolitis obhiterans, chronic bronchitis, cor
pulmonae, dyspnea, emphysema, hypercapnea, hyperinflation, hypoxemia, hypoxia,
surgenical lung volume reduction, pulmonary fibrosis, pulmonary hypestension, right
ventricular hypertropy, sarco:dosis, small airway disease, ventilation-perfusion
musmatching, wheeze and lupus
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ANTAGONISTAS DE LOS RECEPTORES DE LA INTERLEUCINA-8

CAMPO DEL INVENTO
Este i1nvento se relaciona con un novedoso grupo de
compuestos de escuarano de dianilino, procesos para la

preparacién de los mismos, el usc de los mismos en

enfermedades mediadas por IL- 8, GROa, GROP, GROy, NAP- 2, y
ENA- 78 y las composiciones farmacéuticas para uso en tal

terapia

ANTECEDENTES DEL INVENTO

Se le han dado diferentes nombres a la Interleucina -8
(IL- 8), como por ejemplo atrayente de neutréfilos/proteina
de activacién -1 (NAP- 1), factor quimiotéctico de
neutr6filos derivado de monocitos (MDNCF), factor activador
de neutr6filos (NAF), y factor gquimiotéctico de linfocitos
células T La interleucina- 8 es un quimicatrayente de
neutrbéfilos, baséfilos, y un subconjunto de células T Es
producido por una mayoria de células nucleadas incluyendo los

macréfagos, fibroblastos, células endoteliales y epiteliales

expuestas al TNF, IL- la, IL- 1p 6 LPS, y por los mismos
neutrbfilos al ser expuestos al LPS § factores gquimiotécticos
tales como el FMLP M Baggiclini et al , J Clin Invest
84, 1045 (1989), Schroder et al , J Immunol 139, 3474
(1987) v J Immunol 144, 2223 (19590), Strieter, et al ,
Science 243, 1467 (1989) y J Biol Chem 264, 10621 (1989),
Cassatella et al , J Immunol , 148, 3216 (1992)

GROa, GROf, GROy, y NAP- 2 también pertenecen a la

familia quimiocina o Comc la IL- 8, estas gquimiocinas

también se les conocen por diferentes nombres Por ejemplo,

GROa, B y y también se les conoce como MGSAa, P y ¥
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respectivamente (Actividad Estimuladora del Crecimiento de

Melanoma), ver Richmond et al , J Cell Physiology 129, 375

(1986) y Chang et al , J Immunol 148, 451 (1992) Todas las

quimiocinas de la familia a que poseen el motivo ELR que
precede directamente al motivo CXC se unen al receptor B de
IL- 8

IL- 8, GROa, GROP, GROy, NAP- 2, y ENA- 78 estimulan un
niimero de funciones in vitro Todas han demostrado poseer

propiedades quimioatrayentes para neutrbfilos, mientras que

la IL- 8 y la GROa han demostrado actividad quimiotlctica con
respecto a linfocitos T y baséfilos  Adicionalmente, la IL-
8 puede i1nducir la liberacién de histamina de los baséfilos
en individuos normales y at&picos La GRO- a y la IL- 8
pueden adicionalmente inducir la liberacién de enzimas
lisosomales y explosifdn respiratoria a partir de neutré6filos
La IL- 8 también ha demostrado aumentar la expresidn
superficial del Mac- 1 (CD11b/CD18) sobre neutréfilos san la
necesidad de sintesis proteica de novo Esto puede
contribuir a una adhesién aumentada de los neutrbSfilos a las
células endoteliales vasculares Muchas enfermedades

conocidas se caracterizan por masivas infiltraciones de

neutrbfilos Asi como IL- 8, GROa, GROB, GROy, y NAP- 2
promueven la acumulacidén y activacidédn de neutrdfilos, estas
quimiocinas han sido implicadas en una amplia gama de
des6rdenes inflamatorios agudos y crénicos incluyendo la
psoriasis y la artritis reumatoidea, Baggiolini et al , FEBS
Lett 307, 97 (1992), Miller et al , Crit Rev Immunol 12,
17 (1992) Oppenheim et al , Annu Rev Immunol 9, 617
(1991), Seitz et al , J Clin Invest 87, 463 (1991), Miller
et al , Am Rev Respr Dis , 146, 427 (1992), Donnely et

al , Lancet 341, 643 (1993) Adicionalmente, las quimiocinas
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ELR (aquellas que contienen el motivo ELR justo antes del
motivo CXC) también han sido implicadas en la angicestasis,
Strieter et al , Science 258, 1798 (1992)

In vitro, IL- 8, GROa, GROB, GROy, NAP- 2 inducen
cambios en la forma de neutrdéfilos, quimiotaxis, liberacidn
de grinulos, y explosién respiratoria, al unirse y activar
receptores de la familia de siete transmembranas proteina G-
unida, en particular al unirse con receptores IL- 8, de
manera mis notable el receptor B, Thomas et al , J Biol
Chem 266, 14839 (1991), y Holmes et al , Science 253, 1278
(1991) El desarrollo de antagonistas no- peptidicos de
moléculas pequefias para miembros de esta familia de
receptores tiene precedente Para mis informacién ver R

Freidinger en Progress in Drug Research, Vol 40, pp 33-

98, Birkhauser Verlag, Basel 1993 Por lo tanto, el receptor
IL- 8 representa un objetivo prometedor para el desarrollo de
agentes novedosos anti- inflamatorios

Se han caracterizado dos receptores de IL- 8 humanos de
alta afinidad (77% de homologia) IL- 8Ra, la cual s6lo se
une a IL- 8 con alta afinidad, e IL- 8RB, que tiene alta
afinidad para IL- 8 al igual que para GROa, GROP, GROY, y
NAP- 2 Ver Holmes et al , supra, Murphy et al , Science
253, 1280 (1991), Lee et al , J Biol Chem 267, 16283
(1992), LaRosa et al , J Biol Chem 267, 25402 (1992), y
Gayle et al , J Biol Chem 268, 7283 (1993)

Existe una necesidad de tratamiento, en este campo, para

compuestos capaces de unirse al receptor a &6 B de la IL- 8
Por consigulente, condiciones asociadas con un aumento de la
produccién de IL- 8 (responsable por la quimiotaxis de

neutr6filos y subconjuntos de cé€lulas T a un sitio de

M
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inflamaci6n) se beneficiarian con compuestos que sean

inhibidores de la unién con receptores de la IL- 8

RESUMEN DEL INVENTO

Este 1nvento proporciona un método para tratar una
enfermedad mediada por quimiocinas, en donde la quimiocina es
agquella que se une a un receptor a 6 p de la IL- 8 y dicho
método comprende administrar una cantidad efectiva de un
compuesto de la FSrmula (I) o una sal farmacéuticamente
aceptable de la misma En particular, la quimiocina es la
IL- 8

Este invento también se relaciona con un método de
inhibir la unién de la IL~- 8 a sus receptores en un mamifero
en necesidad del mismo, lo cual comprende administrar a dicho
mamifero una cantidad efectiva de un compuesto de la F&Srmula
(1)

Los compuestos de la Férmula (I) {itiles en el presente

invento estin representados por la estructura

C%k .99 .
(Ry)
N N
OH
®

en donde

R; es seleccionado de manera independiente entre hidrégeno,
halégeno, nitro, ciano, alquilo Cl- 10 halosustituido,
alquilo Cl- 10, alquenailo C2- 10, alcoxilo Cl- 10, alcoxilo
Cl- 10 halosustituido, azida, (CRsRs)qS(0).R,, hidroxilo,
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hidroxi Cl- 10 alquilo, arilo, aril Cl- 4 alquilo, ariloxilo,
aril Cl- 4 alquiloxilo, heteroarilo, hetercarilalquilo,
heterociclo, alquilo Cl- 4 heterociclico, heteroaril Cl- 4
alquiloxilo, aril C2- 10 alquenilo, heterocaril C2- 10
alquenilo, alquenilo C2- 10 heterociclico, (CRgRg)gNRRs,
alquenilo C2- 10 C(O)NR4Rs, (CRaRg) gC(0O)NR4Rs,
(CRgRg) QC (O) NR4R1p, S({O)3;H, S(0)3Re, (CRaRs)qQC(O)R11, alquenilo
C2- 10 C(O)Rj1, alquenilo C2- 10 C(O)OR;1 (CRgRg) qaC (O) R;a,
(CRgRg) qOC (O) R1a, (CRgRg) QNR(C(O)Ry1, (CRgRs) QNHS (O)3aR17,

(CRgRg) gS (0) 2NR4Rs, © dos fracciones R, juntas forman O-

(CH)g0- o© un anillo insaturado de 5 a 6 miembros,

g es 0, © un entero con un valor entre 1 y 10,
t es 0, o un entero con un valor entre 1 y 2,

8 es un entero con un valor entre 1 y 3,

Ry ¥ Rs son seleccionados de manera independiente entre
hidr6geno, alquilo Cl- 4 opcionalmente sustituido, arilo
opcionalmente sustituido, arilalquilo Cl- 4 opcionalmente
sustituido, hetercarilo opcionalmente sustituido,
hetercarilalquilo Cl- 4 opcionalmente sustituido,
heterociclo, y alquilo Cl- 4 heterociclico, o¢ Ry Y Rs; junto
con el nitr6geno al cual esté&n unidos forman un anillo de 5 a
7 miembros el cual opcionalmente comprende un hetero&tomo

adicional seleccionado entre oxigeno, nitrégeno o azufre,

Y es seleccionado de manera independiente entre hidrégeno,
halégeno, nitro, ciano, alquilo Cl- 10 halosustituido,
alquilo Cl1- 10, alquenilo C2- 10, alcoxilo Cl- 10, alcoxilo
Cl- 10 halosustituido, azida, {(CRgRa)gS(0O)cR4, hidroxilo,
hidroxi Cl- 10 alquilo, arilo, arail Cl- 4 alquilo, ariloxilo,

aril Cl- 4 alquiloxilo, heteroarilo, heteroarilalquilo,
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heterociclo, alquilo Cl- 4 heterociclico, heteroaril Cl- 4
alquiloxilo, aril C2- 10 alquenilo, heteroaril C2- 10
alquenilo, alquenilo C2- 10 heterociclico, {(CRgRg)gNR4Rs,
alguenilo C2- 10 C(O)NR4Rs, {(CRgRg)qC(O)NR4Rs,

(CRgRg) qC(O)NR4Ry0, S(O)3H, S(O)3Ra, (CRgRg}gC(O)R11, algquenilo
C2- 10 C(O)R;:, alquenilo C2- 10 C(O)OR;;, C(O)R;i,

(CRyRp) gC (D) OR;32, (CRgR3) gOC(QO)Ri11, (CRgRg)gQNR4C{O)R1i,

(CRaRs) gNHS (O) 3Ra, (CRgRy)gS (0)a2NR,Rs, o dos fracciones Y juntas

forman O0- (CHz),0- o© un anilleo insaturado de 5 a 6 miembros,

n es un entero con un valor entre 1 y 5,
m es un entero con un valor entre 1 y 4,
Ry es hidrbgeno o alquilo Cl- 4,

R;0 €8 alquilo Cl- 10 C(O}2RS8,

Ri11 es seleccionadc entre hidrégeno, alquilo Cl- 4, arilo
opcionalmente sustituido, arilalquilo Cl- 4 opcionalmente
sustituido, heterocarilo opcionalmente sustituido,
heterocarilalquilo Cl- 4 opcionalmente sustituido, heterociclo
opcionalmente sustituido, y alquilo Cl- 4 heterociclico

opcionalmente sustituido,

Riz es seleccionado entre hidr6geno, alquilo Cl- 10, aralo
opcionalmente sustituido y arilalquilo opcicnalmente

sustituido,

R;; es Beleccionado entre alquilo Cl- 4, arilo, arilalquilo,
heteroarilo, hetercarilagluilo C- 14, heterciclo, y alquilo
Cl- 4 heterociclico, en donde el arilo, heteroarilo, y

anillos heterociclicos estdn todos opciocnalmente sustituidos

DESCRIPCION DETALLADA DEL INVENTO

4

T
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Los compuestos de la FSrmula (I) también pueden ser
usados en asociacibn con el tratamiento veterinario de
mamiferos, exceptuando los humanos, con necesidad de la IL- 8
u otras guimiocinas que g€ unen a los receptores IL- 8RA y
RB Las enfermedades mediadas por quimiocinas para
tratamientos, terapéuticos o profilacticos, en animales
incluyen enfermedades como aquellas expuestas en la seccibn
denominada Métodos de Tratamiento

Los siguientes términos, tal como se utilizan en la
presente, se refieren a

- *halo”- todos los halégenos, es decir, cloro,
fluoro, yodo y bromo

- *alquilo C2- 5" o *alquilo”- fracciones de cadenas
tanto lineales como ramificadas de 2 a 5 4tomos de carbono, a
menos que la longitud de cadena sea de otra manera limitada,
incluyendo, perc no limitdndose a metilo, etilo, n- propilo,
1s0- propilo, n- butilo, sec- butilo, i1so- butilo, tert-
butilo, n- pentilo y similares

- El término “alquenilo” es utilizado en la presente
siempre para significar fracciones de cadena lineal o
ramificada con 2 hasta 10 &tomos de carbono, a menos que la
longitud de cadena sea limitada incluyendo, pero no
Jimit&ndose a etenilo, 1l- propenilo, 2- propenilo, 2- metil-
1- propenilo, 1- butenilo, 2- butenilo, y similares

- rarilo” - fenilo y naftailo,

- *heterocarilo” (por si solo o cualquier combinacién,
tales como “*hetercariloxiloe”, o “*heterocarilalquilo”)- un
sistema ciclico aromitico de 5 a 10 miembros en donde uno o
mds anillos contienen uno o mids heterocdtomos seleccionados
entre N, O, 6 S tales como, pero no limitédndose a pirrol,

pirazol, furano, tiofeno, quinolina, isoquinolina,
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quinazolinilo, piridina, pirimidina, oxazol, tiazol,
tiadiazol, triazol, imidazol, o benzimidazol

- *heterociclo” (por si solo o en cualquier
combinacién, como por ejemplo *“*alquilo heterociclico®”)- un
si1stema ciclico de 4 a 10 miembros saturado o parcialmente
ineaturado, en donde uno o mis anillos contienen uno o mas
heterodtomos seleccionados entre N, O 6 S, tales como, pero
no limitdndose a pirrolidina, piperidina, piperazina,
morfolina, tetrahidropirano, o imidazolidina

- El término *arilalquilo” o “heteroarilalquilo” o
*alquilo heterociclico” es usado en la presente para
significar alquilo Cl- 10, tal como se define anteriormente,

adherido a una fraccidén de arilo, hetercarilo o

heterociclica, también como se definib anteriormente, a menos

que se indique lo contrario

Los compuestos 1lustrativos de la Férmula (I) incluyen
3- {(2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2- bromofenilamino) -
ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,
3- (2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2,3- diclorofenilamino) -
ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,
3- (4- nitro- 2- hidroxi- fenilamino)- 4- fenilamino-
ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,
3- (4- ciano- 2- hidroxi- fenilamino)- 4- fenilamino-

ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- (2- metoxi- bencilamino)- 4- fenilamino- ciclobut- 3- eno-

1l,2- diona,

3- (4- ciano- 2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2-
bromofenilamino) - ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,
3- (4- ciano- 2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2-
clorofenilamino) - caclobut- 3- eno- 1,2- diona,
3- (4- ciano- 2- hadroxi- fenilamino)- 4- (2,3-

diclorofenilamino) - ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,
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3- (2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2- fenilfenilamino) -
ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- (2- haidroxi- fenilamino)- 4- (2- metoxifenilamino) -
ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- (2- hadroxi- fenilamino)- 4- (2- etilfenilamino)-
ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- (2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2- fenoxifenilamino)-
ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- (2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2- clorofenilamino) -
ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

6- cloro- 3- {3,4- dioxo- 2- fenilamino- ciclobut- 1-
enilamino) - 2- hidroxi- bencencsulfonamida,

3,4- bis- (4- ciano- 2- hidroxifenilamino)- ciclobut- 3- eno-
1,2- diona,

3- {(2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2,3- dimetilfenilamino) -
ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- {2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2- metil- 4-
bromofenilamino) - ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- (2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2- propilfenilamino) -
ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- (2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2- metil- 3-
clorofenilamino) - ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- (2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2,3- dametoxifenilamino)-
ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- (2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2- cloro- 3-
metilfenilamino) - ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- (4- nitro- 2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2-
clorofenilamino) - ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3,4- bis- (4- nitro- 2- hidroxifenilamino)- ciclobut- 3- eno-
l,2- diona,

3- [(2- hidroxi- fenil)- metil- amino]l- 4- fenilamino-

ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,
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3- (3- hidroxi- piridin- 2- 1lamino)- 4- fenilamino-
ciclobut- 3- eno- 1,2- daona,

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo

METODOS DE PREPARACION

Los compuestcos de la FSrmula (I) pueden obtenerse
mediante la aplicaciédn de procedimientos sintéticos, algunos
de los cuales estan i1lustrados en los Esquemas a
continuacién La sintesis proporcionada en estos Esquemas es
aplicable para la produccién de compuestos de la Fé6rmula (I)
con una variedad de diferentes grupos R, R; y arilo los
cuales son hechos reaccionar, empleando sustituyentes
opcionales los cuales estén adecuadamente protegidos, para
lograr una compatibilidad con las reacciones esbozadas en la
presente Una desproteccién subsecuente, en agquellos casos,
luego proporciona los compuestos de la naturaleza
generalmente divulgada Una vez que el nicleo de guanidina
se haya establecido, se pueden preparar compuestos
adicionales de estas f6rmulas al aplicar técnicas esténdares
para interconversidn de grupos funcionales bastantes
conocidos en el estado de la técnica Aunque los esquemas
son mostrados con compuestos s6lo de la F6rmula (I), esto

s6lo es meramente 1lustrativo

10
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Esquema 1
o Br 5 NC
Q=" "L
I N =
1 2 3

e -
" = TG O

a) Bra, NaOAc, HOAc, b) CuCn, DMF, reflujo, c) (BOC);0,
DMAP, TEA, d) KiCO,, MeOH, e) TFA

La anilina deseada del esgquema 1 (6) puede ser preparada
a partir de la benzoxazolinona del esquema 1 (1) El bromuro
del esquema 1 (2} puede ser preparadc a partir de la
benzoxazolinona del esquema 1 (1) usando condiciones de
brominacién estindares tales como bromo y acetato de sodio en
dcido acético El bromuro del esquema 1 {2) puede ser
convertido en el cianuro del esquema 1 (3) utilizando
procedimientos esténdares tales como cianuroc de cobre (I) en
DMF en reflujo La amida del esquema 1 (3) puede ser
convertida en el compuesto protegido por BOC del esquema 1
(4) usando condiciones estandares talea como anhidrido BOC y
trietilamina con una cantidad catalitica dimetilaminopiridina
en cloruro de metileno u otro solvente orginico adecuado La
oxazolinona del esquema 1 (4) puede ser convertida en la
anilina deseada del esquema 1 (6) mediante una primera

hidrélisis logrando el fenol del esquema 1 (5) usando

11



10

15

20

25

30

condiciones estdndares tales como carbonato de potasio en
metanol seguido por una remocidn del grupo protector BOC
usando condiciones estindar tales como el acido
trifluorocacético en cloruro de metileno u otro solvente

orgdnico adecuadc para dar la anilina del esgquema 1 (6)

Esquema 2
o o
o§ 0 ! \.
+ — )=
i N OMe
MeO OMe Ny, <:::Z__
1 ' ‘2 Br 3

o (o} o 0
e )ug

oMe T )é —_— Q—N N

HO
NH, Br HO
3 4

Los compuestos de la estructura 5 ser&n obtenidoa a
partir del escuarato de dimetiléter 1 comercialmente
disponible, tal como se esboza en el Esquema 1 El
intermedio 3 puede ser obtenido al reaccionar el eacuarato de
dietiléter con la anilina deseada 2 en etanol en reflujo u
otro solvente orgénico adecuado El compuesto de escuarano 5
deseado puede ser obtenido al reaccionar escuarano 3 con una
segunda anilina 4 en etanol en reflujo u otro solvente

orginico adecuado

EJEMPLOS SINTETICOS

12
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4X

3Y

El invento ahora seri descrito haciendo referencia a los
siguientes ejemplos los cuales son meramente ilustrataivos y
no deben interpretarse como una limitacién del alcance del
presente invento Todas las temperaturas estan dadas en
centigrados, todos los solventes son la pureza mis alta
disponible y todas las reacciones son corridas bajo
condiciones anhidridas en ambiente de argén a menos que se
indique lo contrario

En los Ejemplos, todas las temperaturas estén dadas en
grados Celsius (°C) Los espectros de masa fueron realizados
en un espectrémetro de masa VG Zab usando bombardec atdmico
rapido, a menos gque se indigque lo contrario Los espectros
lH- NMR (de aquf en adelante "NMR”) fueron registrados 250
MHz utilizando un espectrémetro Brucker AM 250 o AM 400 Las
multiplicidades indicadas son s=sencillo, d=doble, t=traple,
g=cuarteto, m=miltiple y br indica una sefial amplia Sat
indica una solucién saturada, eq indica la proporcién de un

equivalente molar de reactivo relativo al reactivo principal

3- (2,3- diclorocanilino)- 4- (2- hidroxianilino)- ciclobut-

3- ano- 1l,2- diocna

Se agregd 2,3- diclorocanilina (0 07mL, 0 43mmol) a una
solucidén de 3- etoxi- 4- (2- hidroxianilino)- ciclobut- 3-
eno- 1,2- diona (100 mg, 0 43 mmol) en tolueno (2 ml) y DMSO
(1 gota), y la reaccibdn fue agitada a 110°C por toda la
noche El sb6lido resultante fue recolectado por filtracién,
lavado con acetato de etilo para remover el tolueno y secado
in vacuo LC- MS (m/z) 349 (M+)

3- (2- bromoanilino)- 4- (2- hidroxianilino)- ciclobut- 3-

ano- 1,2- diona

13
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Se agregd 2- bromoanilina (36 9 mg, 0 21 mmol) a una solucién
de 3- etox:- 4- (2- hidroxianilino)- ciclobut- 3- eno- 1,2-
diona (50 mg, 0 21 mmol) en DMSO (1 5 ml), y la reaccidén fue
agitada a 110°C por toda la noche La reaccién fue
purificada en HPLC (acetonitrilo agua) y el producto fue
diluido (bajdé concentracibdn) El s6lido fue secado in vacuo
LC- MS (m/z) 359 (M )

3- {(2- fenilanilino)- 4- (2- hidroxianilino)- ciclobut- 3-

eno- l1,2- diona

Se agreg6 2- aminobifenilo (36 3 mg, 0 21 mmol) a una
solucibén de 3- etoxi- 4- (2- hidroxianilino)- ciclocbut- 3-
eno- 1,2- diona (50 mg, 0 21 mmol) en DMSO (1 5 ml), y la
reaccién fue agitada a 110°C por toda la noche La reaccaién
fue purificada en HPLC (acetonitrilo agua) y el producto fue
diluido El s6lido fue secado im vacuo LC- MS (m/z) 357 2
(M*)

3- (2- metoxianilino)- 4- {(2- hidroxianilino)- ciclobut- 3-

eno- 1,2- diona

Se agregd 2- metoxianilina (0 024 ml, 0 21 mmol) a una
solucién de 3- etoxi- 4- (2- hidroxianilino)- caclobut- 3-
eno- 1,2- diona (50 mg, 0 21 mmol) en DMSO (1 5 ml), y la
reaccidn fue agitada a 110°C por toda la noche La reaccién
fue purificada en HPLC (acetonitrilo agua) y el producto fue
diluido El s6lido fue secado in vacuo LC- MS (m/z) 311 4
(M)

3- (2- etilanilino)- 4- (2- hidroxianilino)- ciclobut- 3-

eno- 1,2- diona

Se agreg6 2- etilanilina (0 024 ml, 0 21 mmol) a una solucién

de 3- etoxi- 4- (2- hidroxianilino)- ciclobut- 3- eno- 1,2-

14
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diona (50 mg, 0 21 mmol) en DMSO (1 5 ml), y la reaccidn fue
agitada a 110°C por toda la noche La reaccibn fue
purificada en HPLC {acetonitrilo agua) y el producto fue
diluado El sélido fue secado in vacuo LC- MS (m/z) 309
(M)

3- (2- fenoxianilino)- 4- (2- hidroxianilino)- ciclobut- 3-

eno- 1l,2- diona

Se agregb 2- fenoxianilina (49 mg, 0 21 mmol) a una solucidn
de 3- etoxi- 4- (2- hidroxianilino)- ciclobut- 3- eno- 1,2-
diona (50 mg, 0 21 mmol) en DMSO (1 5 ml), y la reaccibdn fue
agitada a 110°C por toda la noche La reaccién fue
purificada en HPLC (acetonitrilo agua) y el producto fue
diluado El 88lido fue secado in vacuo LC- MS (m/z) 373
(M*)

3- (2- cloroanilino)- 4- (2- hidroxianilino)- ciclobut- 3-

eno- 1,2- diona

Se agreg6 2- cloroanilina (0 023 ml, 0 21 mmol) a una
solucibén de 3- etoxi- 4- (2- hidroxianilino)- ciclobut- 3-
eno- 1,2- diona (50 mg, 0 21 mmol) en DMSO (1 5 ml), y la
reacci6n fue agitada a 110°C por toda la noche La reaccibn
fue purificada en HPLC (acetonitrilo agua) y el producto fue
diluido El s86lido fue secado in vacuo LC- MS (m/z) 315
(M%)

3- (2- metilanilino)- 4- (2- hidroxianilino)- ciclobut- 3-

eno- 1,2- diona

Se agregd 2- metilanilina (0 023 ml, 0 21 mmol) a una
solucién de 3- etoxi- 4- (2- hidroxianilino)- ciclobut- 3-
eno- 1,2- dicna (50 mg, 0 21 mmol) en DMSO (1 5 ml), y la

reacci6n fue agitada a 110°C por toda la noche La reacci6n

15
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4

fue purificada en HPLC (acetonitrilo agua) y el producto fue 133’
diluido El s6lido fue Becado in vacuo LC- MS (m/z) 295
{M*)

3- (2,3- dimetilanilino)- 4- (2- hidroxianilino)- ciclobut-

3- eno- 1,2- diona

Se agreg6 2,3- dimetilanilina (0 026 ml, 0 21 mmol) a una
solucién de 3- etoxi- 4- (2- hidroxianilino)- ciclobut- 3-
eno- 1,2- diona (50 mg, 0 21 mmol) en DMSO (1 5 ml), vy la
reaccién fue agitada a 110°C por toda la noche La reaccidn
fue purificada en HPLC (acetonitrilo agua) y el producto fue
diluide El sélido fue secado in vacuo LC- MS (m/z) 309
(M*)

3- {(4- bromo- 2- metllanilino)- 4- (2- hidroxianilino) -
clclobut- 3- eno- 1l,2- diona

Se agregé 4- bromo- 2- metilanilina (40 mg, 0 21 mmol) a una
golucidén de 3- etoxi- 4- (2- hidroxianilino)- ciclobut- 3-
eno- 1,2- diona (50 mg, 0 21 mmol) en DMSO (1 5 ml), vy la
reaccidn fue agitada a 110°C por toda la noche La reaccién
fue purificada en HPLC (acetonitrilo agua) y el producto fue
diluido El sb6lido fue secado in vacuo LC- MS {m/z) 373
(M*)

3- {2- propllanilino)- 4- (2- hidroxianilino)- ciclobut- 3-

eno- 1,2- diona

Se agregd 2- propilanilina (0 030 ml, 0 21 mmol) a una
sBolucidén de 3- etoxi- 4- (2- hidroxianilino)- ciclobut- 3-
eno- 1,2- diona (50 mg, 0 21 mmol) en DMSO (1 5 ml), y la
reacci6n fue agitada a 110°C por toda la noche La reaccibn

fue purificada en HPLC (acetonitrilo agua) y el productoc fue
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diluado El 86lido fue secado in wvacuo LC- MS (m/z) 323
(M%)

3- {3- cloro- 2- metilanilino)- 4- {(2- hidroxianilino) -
cliclobut- 3- eno- 1,2- diona

Se agreg6 3- cloro- 2- metilanilina (0 026 ml, 0 21 mmol) a
una solucibn de 3- etoxi- 4- (2- hidroxianilino)- ciclobut-
3- eno- 1,2- diona (50 mg, 0 21 mmol) en DMSO (1 5 ml), y la
reaccidn fue agitada a 110°C por toda la noche La reaccién
fue purificada en HPLC (acetonitrilo agua) y el producto fue
diluido El s6lido fue secado in vacuo LC- MS {(m/z) 329
(M)

3~ (2,3- matoxianilino)- 4- (2- hidroxianilino)- ciclobut- 3-

eno- l,2- diona

Se agregd 2,3- metoxianilina (0 031 ml, 0 21 mmol) a una
Bolucidn de 3- etoxi- 4- (2- hidroxianilino)- ciclobut- 3-
eno- 1,2- diona (50 mg, 0 21 mmol) en DMSO (1 5 ml), y la
reaccidn fue agitada a 110°C por toda la noche La reaccidn
fue purificada en HPLC {(acetonitrilo agua) y el producto fue
diluido El s86lido fue secado 1n vacuo LC- MS (m/z) 341
(M*)

3- (2- cloro- 3- metilanilino)- 4- {(2- hidroxianilino) -

clclobut- 3- eno- 1l,2- diona

Se agregb 2- cloro- 3- metilanilina (0 026 ml, 0 21 mmol) a
una solucién de 3- etoxi- 4- (2- hidroxianilino)- ciclobut-
3- eno- 1,2- diona (50 mg, 0 21 mmol) en DMSO (1 5 ml), y la
reaccidn fue agitada a 110°C por toda la noche La reacci6n
fue purificada en HPLC (acetonitrilo agua) y el producto fue
diluide El sélido fue secadeo in vacuo LC- MS (m/z) 329
(M")
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3- {(2- hidroxianilino)- 4- (2- bromoanilino)- 3- ciclobuteno-

l,2- diona

Se agregdé 214 uL de 2M trimetilaluminio en tolueno a
temperatura ambiente a bromoanilina (74 mg, 0 43 mmol) La
mezcla fue agitada hasta que el despido gaseoso cess, luego
Be agregd 3- etoxi- 4- (2- hidroxianilino)- ciclobut- 3- eno-
1,2- diona (50 mg, 0 21 mmol) en 1 mL de cloruro de metileno
La mezcla fue reaccionada a temperatura ambiente toda la
noche La mezcla de reaccidn fue enfriada con agua, seguido
por una purificacién acuosa La capa orgéinica fue secada
sobre sulfato de sodio y concentrada Luego de HPLC de
Gilson, se obtuvo 14 mg {12%) de producto de purificado

LCMS (H*) 359

3- (2- bromoanilino)- 4- (2- hidroxi- 4- ciancanilino)- 3-

ciclobuteno- 1,2- diona

Una solucibén de 3,4- dietoxi- 3- ciclobuteno- 1,2- diona (1 2
ml, 8 12 mmol) y 3- hidroxi- 4- aminobenzonitrilo (1 25 g,

8 11 mmol) en etancl fue calentado a 85°C por toda la noche
Se formé un precipitado de color canela El s6lido fue
filtrado y recolectado Se obtuvo 1 12 g (53%) de 3- etoxi-
4- (2- hidroxi- 4- cianocaniline)- 3- ciclobuteno- 1,2- diona
LC/MS (H+) 259

Una mezcla de 3- etoxi- 4- (2- hidroxi- 4- ciancanilino)- 3-
ciclobuteno- 1,2- diona (0 7 g, 2 71 mmol) y 2- bromoanilina
(0 47 g, 2 73 mmol) fueron calentados en 6 ml de DMSO por
toda la noche La mezcla de reaccién fue enfriada hasta
temperatura ambiente, y se agregd etilacetato y se formaron
precipitados El filtrado fue partido entre etilacetato y

agua La capa orgénica fue secada sobre sulfato de sodio y
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concentrada Luego de HPLC de Gilson, se obtuvo 34 mg (3%) de

producto de purificado LCMS (H*) 386

3- {(2- bromoanilino)- 4- (2- hidroxi- 4- nitroanilino)- 3-
clclobuteno- 1,2- diona

Una solucibén de 3- etoxi- 4- (2- hidroxi- 4- nitroanilino) -
3- ciclobuteno- 1,2- dicna (0 39 g, 1 4 mmol) y 2-
bromoanilina (0 36 g, 2 09 mmol) en 6 ml de DMSO fue
calentada a 110°C por toda la noche La mezcla de reaccién
fue enfriada hasta temperatura ambiente, y se agregb
etilacetato y se form6 un precipitado El failtrado fue
partido entre etilacetato y agua La capa organica fue
secada sobre sulfato de sodio y concentrada Titulacién a
partir de acetona y hexanos dio 106 mg (19%) de 3- (2-
bromoanilino) - 4- (2- hidroxi- 4- nitroanilino)- 3-

ciclobuteno- 1,2- diona LCMS (H+) 404

3- (2- clorocanilino)- 4- {(2- hidroxi- 4- nitroanilino)- 3-
ciclobuteno- 1,2- diona

Una solucién de 3- etoxi- 4- (2- hidroxi- 4- nitroanilino) -
3- ciclobuteno- 1,2- diona (0 38 g, 1 37 mmol) y 2-
clorocanilina (0 23 ml, 2 2 mmol) en 2 ml de DMSO fue
calentada a 110°C por toda la noche La mezcla de reaccién
fue enfriada hasta temperatura ambiente, y se agregd
etilacetato y se formdé un precipitado El filtrado fue
partido entre etilacetatc y agua La capa organica fue
secada sobre sulfato de sodio y concentrada Recristalizado
a partir de etilacetato y hexanos, se obtuvo 203 mg (41%) de
3- (2- cloroanilino)- 4- (2- hidroxi- 4- nitrocanilino)- 3-
ciclobuteno- 1,2- diona LCMS (H+) 360
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3- (2,3- dicloroanilino)- 4- (2- hidroxi- 4- nitroanilino) -
3- ciclobuteno- 1l,2- diocona

Una solucibén de 3- etoxi- 4- (2- hidroxi- 4- nitroanilino) -
3- ciclobuteno- 1,2- diona (0 40 g, 1 44 mmol) y 2,3-
dicloroanilina (0 34 g, 2 10 mmol) en 2 ml de DMSO fue
calentada a 110°C por toda la noche La mezcla de reaccidén
fue enfriada hasta temperatura ambiente, y se agregf
etilacetato y se formd un precipitado La torta de
filtracién fue recolectada Titulacién a partir de acetona y
hexanos dio 68 mg (11%) de 3- (2- cloroanilino)- 4- (2-
hidroxi- 4- nitroanilino)- 3- ciclobuteno- 1,2- diona
LCMS (H+) 394

METODO DE TRATAMIENTO

Los compuestos de la f6rmula (I), o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos se pueden utilizar
en la fabricacifn de un medicamento para el tratamiento
profilidctico o terapéutico de cualquier estado patolégico en
un humano, u otro mamifero, el cual es exacerbado o causado
por la produccién excesiva o 1rregular de la citocina de la
IL- 8 por las células de dicho mamifero, tales como pero sin
limitar a monocitos y/o macr6fagos, u otras quimiocinas las
cuales se unen al receptor ¢« o p de la IL- 8, también
conocido como receptor tipe I o tipo II

Por consiguiente, el presente invento suministra un
método para tratar una enfermedad mediada por la quimiocina,
en donde la quimiocina se une al receptor a o p de la IL- 8 y
tal método comprende la administracidn de una cantidad
efectiva de un compuesto la férmula (I) o una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo En particular, las

guimiocinas son IL- 8, GROa, GROB, GROy, NAP- 2 O ENA- 78
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Los compuestos de la f6xrmula (I) son administrados en
una cantidad suficiente para inhibair la funcidén de las
citocinas, en particular IL- 8, GROa, GROP, GROy, NAP- 2 O
ENA- 78, de manera que son biolégicamente reguladas a niveles
normales de funcién fisiolbgica, © en ciertos casos a niveles

subnormales, para aliviar el estado patolégico Los niveles
anormales de IL- B8, GROa, GROP, GROy, NAP- 2 O ENA- 78 por
ejemplo en el contexto del presente invento, constituyen (1)
niveles de la IL- 8 libre mayores O 1guales a 1 picogramo por
mL, (11) cualquier IL- 8, GROo, GROP, GROy, NAP- 2 O ENA- 78
asociado a células por encima de niveles fisiolégicos
normales, o (111) la presencia de IL- 8, GROa, GROB, GROy,

NAP- 2 O ENA- 78 por encima de niveles basales en células o

tejidos en los cuales IL- 8, GROw, GROf, GROy, NAP- 2 O ENA-
78 respectivamente, son producidos

Los compuestos la f£6rmula (I), generalmente han
demostrado tener un tl1/2 prolongado y biodisponibilidad oral
mejorada sobre los compuestos divulgados en WO 96/25157 y WO
97/29743 cuyas divulgaciones son incorporadas en la presente
como referencia

Hay muchos estados patolégicos en los cuales la
produccién excesiva o irregular de la IL- 8 estd involucrada
en la exacerbacién y/o causa de la enfermedad Las
enfermedades mediadas por las gquimiocinas incluyen soriasis,
dermatitis atSpica, osteoartritis, artritis reumatoidea,
asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, sindrome de
distrés respiratorio en el adulto, enfermedad intestinal
inflamatoria, enfermedad de Crohn, colitie ulcerataiva,
apoplejia, choque séptico, esclerosis miiltiple, chogque
endotéxico, septicemia gram negativa, sindrome de choque

téxico, dafic por reperfusidn renal y cardiaca,
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glomerulonefratis, trombosis, reaccién injerte vs huésped,
enfermedad de Alzheimer, rechazos de aloinjertos, malaria,
restinosis, angiogénesis, aterosclerosis, osteoporosis,
gingivitis y liberacidén de células madre hematopoyé&ticas no
deseadas y enfermedades producidas por virus respiratorios,
virus herpes, y virus de la hepatitis, meningitis, herpes
encefalitis, vasculitis del SNC, lesién cerebral traumitica,
tumores en SNC, hemorragia subaracnoidea, trauma post-
quiridirgico, neumonitis intersticial, hipersensibilidad,
artritis inducida por cristales (gotosa), pancreatitis aguda
Yy crénica, hepatitis alcohélica aguda, enterocolitais
necrotizante, sinusitis crénica, uveitis, polimiositas,
vasculitis, acné, llceras gdstricas y duodenales, enfermedad
celiaca, esofagitis, glositis, obstruccién de vias
respiratorias, hipersensibilidad de vias respiratorias,
blonquiolitis obliterante, neumonia organizante,
bronquiestasia, blonquiolitis, bronquieclitis obliterante,
bronquitis crénica, cor pulmonar, disnea, enfisema,
hipercapnea, hipoxemia, reduccidn quiriirgica de volumen
pulmonar, hipertensién pulmonar, hipertrofia ventricular
derecha, sarcoidosis, enfermedad de vias respiratorias
menores, desequilibrio ventilacién- perfusibn, respiracidn
asmitica y lupus

Esas enfermedadee principalmente son caracterizadas por
infiltracién masiva de netr6filos, infiltracién de células-
T, o crecimiento neovascular, y estén asociadas con
produccién aumentada de IL- 8, GROaz, GROP, GROy, NAP- 2 O
ENA- 78, la cual es responsable de la quimiotaxia de
netrS6filos hacia el sitio inflamatorio o el crecimiento

direccicnal de células endoteliales En contraste con otras

citocinas inflamatorias (IL- 1, TNFm, IL- 6), IL- 8, GROa,
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GROP, GROy, NAP- 2 O ENA- 78 tienen la propiedad qkf
caracteristica de promover la quimiotaxia de netrdfilos,
liberacién de enzimas incluyendo pero sin limitar a

liberacibén de elastasa asi como también produccién y

activacién de superdxidos Las G- quimiocinas pero

particularmente, GROa, GROP, GROy, NAP- 2 O ENA- 78, que
actfian a través del receptor tipo I o II de la IL- 8 pueden
promover la neovascularizacifn de tumores mediante la
promocidn del crecimiento direccional de células
endoteliales Por lo tanto, la inhibicidén de la quimiotaxia o
activaciédn inducida por la IL- 8 produciria la reduccién
directa de la infiltracién de netréfilos

Evidencia reciente también implica el rol de las
quimiocinas el tratamiento de infecciones de VIH, Littleman
Nature 381, pp 661 (1996) y Koup, Nature 381, pp 667
(1996)

Evidencia actual también indica el uso de inhibidores de la
IL- 8 en el tratamiento de atercsclerosis La primera

referencia, Boisvert J Clin Invest, 1998, 101 353- 363

muestra a través de trasplante medular, que la ausencia de
receptores de la IL- 8 sobre células madre (y, por lo tanto,
sobre monocitos/macréfagos) lleva a una reduccidn en el
desarrollo de placas aterosclerdticas en ratones con
deficiencia del receptor LDL Referencias adicicnales de
soporte son Apostolopoulos, Artercscler, Thomb Vasc Biol
1996, 16 1007- 1012, Liu, Arterioscler Thromb Vasc Biol
1997, 17 317- 323, Rus, Atherosclerosis 1996, 127 263- 271 ,
Wang , J Biol chem 1996, 271 8837- BB42, Yue, Eur J
Pharmacol 1993, 240 8l1- 84, Koch, Am J Pathol 1993,

142 1423- 1431 , Lee, Immunol Lett 1996, 53, 109- 113 , y
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Terkeltaub , Arterioscler Thromb , 1994, 14 47- 53_ ijr'

El presente invento también suministra un medio para tratar,
en un ambiente agudo, asi como para prevenir, en aquellos
indaividuos considerados susceptibles, lesiones del SNC
mediante compuestos del antagonista del receptor de la

quimiocina de la f&rmula (I)

Los lesiones del SNC como se definen en la presente incluyen
trauma cefdlico abierto o penetrante, tal como en cirugia, o
dafio por trauma cefdlico cerrado, tal como mediante una

cirugia a la regidén en la cabeza También incluida dentro de
esta definicibn estd la apoplejia isquémica, particularmente

en el 4rea cerebral

La apoplejia i1squémica se puede definir como un trastorno
neurclégico focal que resulta del suministro insuficiente de
sangre hacia una &rea del cerebro particular, usualmente como
una consecuencia de un émbolo, trombos, o clerre ateromatoso
local del vaso sanguineo El papel de las citogquinas
inflamatorias en esta adrea ha sido emergente y el presente
invento suministra un medio para el tratamiento potencial de
estas lesiones Relativamente poco tratamiento ha estado

disponible para una lesién aguda de este tipo

TNF- a es una citocina con acciones proinflamatoraias,
incluyendo expresidn de moléculas de adhesién de leucocitos
endoteliales Los leucocitos se infiltra en las lesiones
cerebrales isquémica y por lo tanto los compuestos que
inhiben o disminuyen los niveles de TNF serian (itiles para el
tratamiento de lesidn cerebral isquémica Ver Liu, Stroke,

Vol 25 , No 7, pp 1481- 88 (1994) cuya divulgacidn es
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incorporada en la presente como referencia

Los modelos de lesiones cefflicas cerradas y tratamiento con

agentes mixtos 5L0/CO es discutido en Shohami, J de Vaise &

Clinical Physiology and Pharmacology Vol 3, No 2, pp 995-

107 (1992) cuya divulgacién es incorporada en la presente
como referencia El tratamiento, cuya formacién reducida de
edema, se encontrd que mejorS el resultado funcional en

aquellos animales tratados

Los compuestos de la f6rmula (I) son administrados en una

cantidad suficiente para inhibir la unién de la IL- 8 a los

receptores a o f de la IL- 8, tal como se evidencid mediante
la reduccién en activaciédn y quimiotaxia de neutréfilos E1
descubrimiento de los compuestos de la férmula (I) son
inhibidores de unién a la IL- 8 se basa en los efectos de los
compuestos de la f&rmula (I) en los ensayos de unidén de
receptores in vitro los cuales son descritos en la presente
Los compuestos de la f6rmula (I) han sido mostrados como
inhibidores de los receptores de la IL- 8 tipo II

Como se utiliza en la presente, el término "estado
patolégico o enfermedad mediada por la IL- 8" se refiere a
cualquiera y a todos los estados patolégicos en los cuales
IL- 8, GROa, GROP, GROy, NAP- 2 O ENA- 78 juega un papel, ya
sea mediante la produccién de los mismos IL- 8, GROw, GROP,
GROY, NAP- 2 O ENA- 78, o mediante IL- 8, GROa, GROP, GROY,
NAP- 2 O ENA- 78 haciendo que otra monocina sea liberada, tal
como pero sin limitar a IL- 1, IL- 6, o TNF Un estado
patolégico en el cual, por ejemplo, IL- 1 es el principal
componente, y cuya produccién o accibn, es exacerbada o

secretada en respuesta a la IL- 8, seria por lo tanto
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’E;
considerado como un estado patolégico mediado por la IL- 8 li]r’
Como se utiliza en la presente, el término "estado

patolédgico o enfermedad mediada por gquimiocina" se refiere a

cualquiera y a todos los estados patolégicos en los cuales
una quimiocina la cual se une a un receptor o o B de la IL- 8
juega un papel, tal como pero sin limitar a IL- 8, GRO«a,

GROP, GROy, NAP- 2 O ENA- 78 Esto incluirfia un estado
patolégico en el cual, la IL- 8 juega un papel, ya Be
mediante la produccién de la misma IL- 8, o mediante la IL- 8
haciendo que otra monocina sea liberada, tal como peroc ein
limitar a IL- 1, IL- 6 o YNF Un estado patolégico en el
cual, por ejemplo, IL- 1 es un componente principal, y cuya
produccién o accién, es exacerbada o secretada en respuesta a
la IL- 8, por lo tanto seria considerado un estado patolégico
mediado por la IL- 8

Como Be utiliza en la presente, el término "citocina" se
refiere a cualquier polipéptido secretado que afecta las
funciones de las células y es una molécula, la cual modula
las interacciones entre células en la respuesta inmune,
inflamatoria o hematopoyética Una citocina incluye, pero no
estd limitada a monocinas y linfocinas, sin tener en cuenta
cuales células las producen Por ejemplo, una monocina
generalmente es conocida por ser producida y secretada por
una célula mononuclear, tal como un macréfago y/o monocito
Sin embargo, muchas otras células también producen monocinas,
tales como células asesinas, fibroblastos, bas&6filos,
neutréfilos, células endoteliales, astrocitos cerebrales,
células medulares de estroma, queratinocitos epiderales y
lanfocitos B Las linfocinas generalmente son conocidas por
ser producidas por linfocitos Ejemplos de citoguinas

incluyen, pero no se limitan a, Interleucina- 1 (IL- 1),
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Interleucina- 6 (IL- 6), Interleucina- 8 (IL- 8), Factor de
Necrosis Tumoral- a (TNF- a) y factor de necrosis Tumoral- B
(TNF- PB)

Como se utiliza aqui, el término "quimiocina" se refiere
a cualquier polipéptido secretado que afecta las funciones de
las células y es una molécula que modula las i1interacciones
entre las células en la respuesta inmune, inflamatoria o
hematopoyética, similar al término "citocina" anterior Una
quimiocina es praincipalmente secretada a través de
transmembranas celulares y produce la quimiotaxia y
activaciédn de glébulos blancos especificos y leucocitos,
neutréfilos, monocitos, macrbSfagos, células- T, células- B,
células endoteliales y células de misculo liso Ejemplos de
quimiocinas incluyen pero no se limitan a IL- 8, GROa, GROfB,
GROy, NAP- 2, ENA- 78, IP- 10, MIP- la, MIP- B, PFA, y MCP
1, 2, v 3

Con el objeto de utilizar un compuesto de la f&érmula (I)
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo en terapia,
normalmente &ste serid formulado en una composicién
farmacéutica seglin la prictica farmacéutica estdndar Por lo
tanto, este 1nvento se relaciona con una composicifn
farmacéutica que comprende una cantidad efectiva no tbéxica de
un compuesto de la f6rmula (I) y un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable

Los compuestos de la férmula (I), sales
farmacéuticamente aceptables del mismos y compogiciones
farmacéuticas que los incorporan pueden convenientemente se
administrados mediante cualquiera de las rutas
convencionalmente utilizadas para administracidén de farmacos,
por ejemplo, de manera oral, tSpica, parenteral o por

inhalacién Los compuestos de la f6rmula (I) se pueden
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administrar en formas de dosis convencionales preparadas
combinando un compuesto la f£6rmula (I) con vehiculos
farmacéuticos estindares seglin procedimientos convencionales
Los compuestos de la férmula (I) también se pueden
administrar en dosis convenciconales en combinacifn con un
segundo compuesto terapéuticamente activo conocido Estos
procedimientos pueden involucrar el mezclado, granulacidén y
comprenaidén o disolucidn de los i1ngredientes seglin sea
apropiado para la preparacidn deseada Se apreciard que la
forma y carécter del vehiculo o diluyente farmacéuticamente
aceptable es dictada por la cantidad de ingrediente activo
con la cual se va a combinar, la ruta de administracién y
otras variables conocidas El vehiculo debe ser "aceptable"
en el sentido de ser compatiblee con ingredientes de la
formulacién y no perjudicial para receptor del mismo

El vehiculo farmacéutico empleado puede ser, por
ejemplo, un s6lido o un ligquido Ejemplos de vehiculos
s6lidos son lactosa, yeso, sacarosa, talco, gelatina, agar,
pectina, acacia, estearatc de magnesio, &cido estedrico y
similares Ejemplos de vehiculos liquidos son jarabe, aceite
de mani, aceite de oliva, agua y similares De manera
similar, el vehiculo o diluyente puede incluir un material
retardante conocido en el estado de la técnica, tal como
mono- estearato de glicerilo o diestearato de glicerilo solo
O con una cera

Se pueden emplear una amplia variedad de formas
farmacéuticae Asi, B1 sBe utiliza un vehiculo s6lido, 1la
preparacién puede ser tabletas, colocado en una cipsula de
gelatina dura en forma de polvo o pildora © en forma de una
paatilla La cantidad de vehiculo séSlido variard ampliamente
pero preferiblemente estari entre 25 mg y lg aproximadamente

Cuando se utiliza un vehiculo liquido, la preparacifn serid en
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forma de jarabe, emulsidn, cdpsula de gelatina suave, liquido
inyectable estéril tal como ampolleta o suspensién liquida no
acuosa

Los compuestos de la férmula (I) se pueden administrar
tépicamente, es decir mediante administracidén no sistemltica
Esto incluye la aplicacién de un compuesto de la férmula (I)
de manera externa a la epidermis o la cavidad bucal y la
instilacién de tal compuesto en el oido, o0jo y nariz, tal que
el compuesto no entre significativamente al torrente
sanguineo En contraste, la administraciédn sistémica se
refiere a administraciédn oral, intravenosa, intraperitoneal e
intramuscular

Las formulaciones apropiadas para administracién tépaca
incluyen preparaciones liquidas o semi- liquidae apropiadas
para penetracidén a través de la piel hacia el sitio de
inflamacién tal como linimentos, lociones, cremas, ungilientos
o pastas, y gotas apropiadas para administracién a ojos,
oidos o nariz El ingrediente activo puede comprender, para
administracidn té6pica, entre 0 001l% y 10% por peso, por
ejemplo entre 1% y 2% por peso de la formulaci6n Sin embargo
puede comprender tanto como 10% por peso pero preferiblemente
comprenderi menos de 5% por peso, mids preferiblemente entre
0 1% v 1% por peso de la formulacidn

Las lociones seglin el presente invento i1ncluyen aquellas
apropladas para aplicacibén a piel u o0jos Una locidn para
ojos puede comprender una solucidn acuosa estéril
opcionalmente conteniendo un bactericida y puede ser
preparada mediante métodos similares a aquellos para la
preparacién de gotas Las lociones o linimentos para
aplicacién a la piel pueden también incluir un agente para
acelerar el secado y para refrescar la piel, tal como un

alcohol o acetona, y/o humectante tal como glicerol o un
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aceilte tal como aceite de ricino, aceite de cacahuete ES )

Cremas, unglientos o pastas segiin el presente invento son
formulaciones semi- s6lidas del ingrediente active para
aplicacién externa Estas pueden ser hechas mezclando el
ingrediente activo en forma finamente dividida o en polvo,
sola o en solucién o suspensiébn en un fluido acuoso o no
acuoso, con la ayuda de maquinaria apropiada, con una base
grasosa © no grasosa La base puede comprender hidrocarburos
tales como parafina dura, suave o liquida, glicerol, cera de
abejas, jab6n met&lico, mucilago, un aceite de origen natural
tal como aceite de almendra, maiz, cacahuete, ricino u oliva,
lanolina o sus deraivados o un dcido graso tal como &cado
estedrico u oléico junto con un alcohol tal como glicol de
propilenc o un macrogel La formulacién puede incorporar
cualquier agente activo de superficie apropiada tal como un
surfactante anifnico, catibénico o no idénico tal como un éster
de sorbitan o un derivado de polioxietileno del mismo
Agentes de suspensidn tales como gomas naturales, derivados
de celulosa o materiales i1norgénicos tales como silices
si1licdceas, y otros ingredientes tales como lanoclina, se
pueden incluir

Gotas seglin el presente invento pueden comprender
soluciones o suspensiones aceitosas o acuosas estériles y se
pueden preparar disolviendo el ingrediente activo en una
solucién acuosa apropiada de un agente bactericida y/o
fungicida y/o cualquier otro preservativo apropiado, y
preferiblemente incluyendo un agente tensoactivo La solucién
resultante puede entonces ser clarificada mediante
filtracién, transferida a un recipiente apropiado el cual es
luego sellado y esterilizado mediante autoclave o
manteniéndola a 98- 100°C durante media hora

Alternativamente, la solucién puede ser esterilizada mediante
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filtracién y transferida hacia el recipiente mediante una
técnica aséptica Ejemplos de agentes bactericidas y
fungicidas apropiados para inclusifn en las gotas son acetato
o nitrito fenilmerclirico (0 002%), cloruro de benzaconio
(0 01%) y acetato de clorhexidina (0 01%) Solventes
apropiados para la preparacién de una solucifn aceitosa
incluyen glicerol, alcohol diluide y glicol de propileno
Los compuestos de la f6rmula (I) puede sBer administrados
parenteralmente, es decir mediante administracién
intravenosa, intramuscular, subcutdnea, intravenosa,
intrarectal, intravaginal o intraperitoneal Las formas
subcuténea e intramuscular de administracidn parenteral son
generalmente preferidas Formas de dosificacidn apropiadas
para tal administracién pueden ser preparadas mediante
técnicas convencionales Los compuestos de la f&6rmula(I)
también se pueden administrar mediante inhalacidn, es decir
mediante administracitn por inhalacidn intranasal u oral
Formas de dosificaci6n apropiadas para tal administracién,
tal como una formulacién de aerosol o inhalador de dosis
medida, se pueden preparar mediante técnicas convencionales
Para todos los métodos de usc divulgados en la presente
para los compuestos de la férmula (I), el régimen de
dosificacién oral diaria preferiblemente estard entre 0 01 y
80 mg/kg aproximadamente del peso total del cuerpo El
régimen diario de dosificacibébn tépica preferiblemente estara
entre 0 1 mg y 150 mg, administrado entre 1 y 4
preferiblemente entre 2 y 3 veces al dia El régimen diaric
de dosificacién de i1nhalacibén preferiblemente estari entre
0 01 mg/kg y 1 mg(kg aproximadamente por dia Alguien con
experiencia en el estado de la técnica reconoceri que la
cantidad Sptima y tiempo entre dosis i1ndividuales de un

compuesto de la f£6rmula (I) una sal farmacéuticamente
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aceptable del mismo serin determinados por la naturaleza y
medida de la condicaibdn tratada, la forma, ruta y sitio de
administracién, y el paciente particular tratado, y tales
6ptimos se pueden determinar mediante técnicas
convencionales También se apreciara por alguilen con
habilidad en el estado de la técnica que el curso Sptimo de
tratamiento, es decir, el nimero de dosis de un compuesto de
la £6rmula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismc dado por dia durante un numero definido de dias, puede
ser indagado por aquellos con experiencia en el estado de la
técnica utilizando el curso convencional de pruebas de
determinacién de tratamientc

El invento ahora serd descrito como referencia a los
sigulentes ejemplos biolé&gicos los cuales son meramente
1lustrativos y no para ser interpretados como una limitacién

del alcance del presente invento

EJEMPLOS BIOLOGICOS

Los efectos inhibitorios de las quimiocinas IL- 8 y Gro-

a de los compuestos del presente invento fueron determinados
usando los sigulentes ensayos 1n vitro
Ensayos de Unién a Receptores

IL- 8 ['*®I] (recombinante humano) fue obtenido de
Amersham Corp , Arlingotn Heights, IL, con una actividad
especifica de 2000 Ci/mmol Gro- a fue obtenida de NEN- New
England Nuclear Todos los otros quimicos fueron de
categoria analitica Altos niveles de receptores a y p de
IL- 8 humana recombinante fueron individualmente expresados
en células de ovario de hamsters chinos tal como se describid
anteriormente {Holmes et al , Science, 1991, 253, 1278) Las

membranas de ovaric de hamster chino fueron homogenizadas de
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acuerdo a un protocolo antes descrito (Haour, et al , J

Biol Chem , 249 pp 2195- 2205 (1974)), con la excepcibén que
el buffer de homogenizacién fue cambiado a 10mM tris- HC1,
1mM MgSO4, 0 5mM EDTA (&cido etilendiaminatetraacético), 1lmM
PMSF (fluoruro de a- toluensulfonileo), 0 5 mg/l Leupeptina,
pH 7 5 La concentracifn proteica de membrana fue
determinada usando un kit de micro- ensayo de Pierce Co
usando albiimina sérica bovina como estdndar Todoe los
ensayos fueron realizados en un formato de microplaca de 96

pozos Cada mezcla de reaccibén contuve 31 IL- 8 (0 25 nM) &
12351 Gro- a y 0 5 pg/ml de membranas de IL- 8Ra & 1 0 pg/ml de

membranas de IL- B8RP en buffers de 20 mM bis- trispropano y

0 4 mM trae HCl, pH 8 0, que contienen 1 2 mM MgSO4, 0 1 mM
EDTA, 25 mM NaCl y 0 03% CHAPS Adicionalmente, el
medicamento o compuesto de interés fue agregado el cual habia
s1do pre- disuelto en DMSQO para asi lograr una concentracién
final entre 0 01l1nM y 100 uM El ensayo fue iniciado al
agregar I IL- 8 Luego de permanecer una hora a
temperatura ambiente, la placa fue cosechada usandec un
cosechador de 96- pozos Tomtec sobre un medio de filtracidn
de fibra de vidrio con polietilenimina al 1%/BSA al 0 S%¥ y
lavado tres veces con 25 mM NaCl, 10mM trisHCl, 1 mM MgSO4,

0 5 mM EDTA, 0 03% CHAPS, pH 7 4 El filtro luego fue secado

y contado en el contador de centelleo liquido Betaplate El
receptor IL- 8Ra recombinante, & Tipo I, también se le
refiere en la presente como el receptor no- permisivo y el

receptor IL- 8RB recombinante, & Tipo II, se le refiere en la
presente como el receptor permisivo
Todos los compuestos de ejemplo de las Fé6rmulas (I)

expuestos en la Seccidn de Quimica Sintética de la presente,

Ejemplos 1- 15, demostraron un ICs;; entre 45 hasta <1 pg/ml en
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los modelos permisivos para inhibicidén de receptores IL- 8
De aquellos compuestos ensayados, los Ejemplos 1- 12 también
resultaron ser inhibidores de la unibén de Gro- a a
aproximadamente el miemo nivel

Ensayo de Quimiotaxis:

Las propiedades inhibitorias in vitro de estos
compuestos son determinadas en el ensayo de quimiotaxis de
neutrdfiles tal como se describe en Protocolos Actuales en
Inmunologia {(Current Protocols in Immunology), vol I, Suppl
1, Unidad 6 12 3 , cuya divulgacidn estd incorporada en la
presente como referencia Los neutrb6filos fueron aislados a
partir de sangre humana tal como se describe en Protocolos
Actuales en Inmunologia, vol I, Suppl 1, Unidad 7 23 1 ,

cuya divulgacién estd incorporada en la presente como

referencia Los quimioatrayentes IL- 8, GROa, GROB, GROy, y
NAP- 2 son colocados en la cdmara inferior de una cémara
multipozo (48) (Neuro Probe, Cabin John, MD) a una
concentracién entre 0 1 y 100 nM Las dos cédmaras estén
separadas por un filtro de policarbonato de 5um Al probar
compuestos de este i1invento, son mezclados con las células

{0 001- 1000 nM) justo antes de agregar las células a la
cimara superior Se permite que la incubacién proceda por
45 hasta 90 minutos aproximadamente a 37°C en un incubador
humidificado con 5% CO; Al terminar el periodo de
incubacién, la membrana de policarbonato es retirada y el
lado superior es lavado, luego la membrana es tefinda usando
el protocolo de tefindo Diff Quick (Baxter Products, McGaw
Park, IL, USA) Las células que se hayan aproximado
(chemotaxed) a la quimiocina son contadas visualmente usando
un miCcroscoplo Generalmente, se cuentan cuatro campos para

cada muestra, estoe nimeros son promediados para proporcionar
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el nfimero promedio de células que hayan migrado Cada
muestra es probada en triplicado y cada compuesto es repetido
por lo menos cuatro veces A ciertas células (células de
control positivo) no se les agregb compuesto, estas células
representan la mixima respuesta quimiotdctica de las células
En el caso donde se desea un control negativo (sin
estimulacibén), no se agrega quimiocinas a la camara inferior
La diferencia entre el control positivo y el control negativo
representa la actividad quimiotéctica de las células

Engayo de Liberacién de Elastasa:

Los compuestos de este invento son ensayadeos peor su
habilidad de prevenir la liberacién de elastasa a partir de
neutré6filos humanos Los neutr6filos son aislados a partair
de sangre humana tal como se describe en Protocoloa Actuales
en Inmunologfa, vol I, Suppl 1, Unidad 7 23 1 0 88 x 10°
células PMN suspendidas en Solucién Ringer (NaCl 118, KCl
4 56, NaHCO3 25, KH2PO4 1 03, Glucosa 11 1, HEPES 5 mM, pH
7 4) son colocadas en cada pozo de una placa de 96 pozoe en
un volumen de 50 ul A la placa pe agrega el compuesto de
prueba (0 001 - 1000 nM) en un volumen de 50ul, Cytochalasin
B en un volumen de 50 ul (20 ug/ml) y buffer Ringer en un
volumen de 50ul Se permite que las células se calienten
(37°C, CO2 al 5%, RH 95%) por cainco minutos antes de agregar
IL- 8, GROa, GROB, GROy, y NAP- 2 a una concentracién final
de 0 01- 1000 nM Se permite que la reaccidSn proceda por 45
minutos antes de que la placa de 96 pozos sea centrifugada
(800 xg 5 minutos) y se retira 100 ul del sobrenadante Este
sobrenadante es afiadido a una segunda placa de 96 pozos
seguido por un substrato de elastasa artificial (MeOSuc- Ala-
Ala- Pro- Val- AMC, Nova Biochem, La Jolla, CA) a una
concentracién final de 6 ug/ml disuelto en solucién salina

amortiguada con foafato Inmediatamente, la placa es
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colocada en un lector de placas de 96 pozos fluorescente
(Cytofluor 2350, Millipore, Bedford, MA) y los datos son
recolectados en intervalos de 3 minutos segin un método de
Nakajima et al , J Biol Chem 254 4027 (1979) La cantidad
de Elastasa liberada de los PMN’s es calculada al medir la
tasa de degradacién de MeOSuc- Ala- Ala- Pro- Val- AMC

Ensayo de FNT- & en Lesidén Cefflica Traumética

El presente ensayo proporciona la posibilidad de
examinar la expresién del ARNm del factor de necrosis tumoral
en regiones del cerebro especificas causadas por lesiones
cefdlicas traumdticas de percusién con fluido lateral
experimentalmente inducido en ratas Ratas adultas Sprague-
Dawley (n=42) fueron anestesiadas con pentobarbital sédico
(60 mg/kg, 1 p ) y sujetas a lesién cefdlica con percusién de
fluido lateral de severidad moderada (2 4 atm) situado sobre
la corteza temporaparietal i1zquierda (n=18), o tratamiento
“gham” (anestesia y cirugia sin lesién, n=18) Los animales
son sacrificados mediante decapitacién a 1, 6 y 24 horas
después de la lesién, los cerebros son retirados, y muestras
de tejido de la corteza parietal izquierda (lesionada) (LC),
drea correspondiente en la corteza derecha contralateral
(RC), corteza adyacente a la corteza parietal lesionada (LA),
drea adyacente correspondiente en la corteza derecha (RA),
hipocampo 1zquierdo (LH) e hipocampo derecho (RH} son
preparados El ARN total fue aislado y se realizé una

hibridizacién Northern blot y cuantificado con relacifén a un
ARN de control positivo de FNT- o (macrSfago = 100%) Un
aumento marcado en la expresién de ARNm de FNT- @ se cbserva
en LH (104117% de control positivo, p<0 05 comparado con

sham), LC (105+21%, p<0 05) y LA (6918%, p<0 01) en el

hemisferio traumatizado una hora después de la lesién Un
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aumento en la expresifn de ARNm de FNT- a también se obeerva
en LH (4618%, p<0 05), LC (30+3%, p<0 01) y LA (3213%,

p<0 0l1) a seis horas lo cual se resuelve a 24 horas pasada la
lesién En el hemisferio contralateral, la expresifn de ARNm
de FNT- a esta aumentado en RH (4612%, p<0 01), RC (413%), y
RA (2218%) a una hora y en RH (281+11%), RC (715%), y RA
(2616%, p<0 05) a seis horas pero no a 24 horas después de la
lesi1bn En el caso de sham (cirugia sin lesidn), no se
observ6 ningln cambio consistente en la expresién de ARNm de
FNT- a en ninguna de las seis &reas del cerebro, en ningin
hemisferio y a ninglin momento Estos resultados indican que
después de una lesibén cefdlica por percusibén con fluido
parasagital, la expresién temporal de ARNm de FNT- a es
alterada en regiones cerebrales especificas, incluyendo a
aquellas del hemisferio no traumatizado Puesto que el FNT-
a es capaz de inducir factor de crecimiento neuronal (NGF,
por su sigla en inglés) y estaimular la liberacién de otras
citocinas a partir de astrocites activados, esta alteracibn
pos- traumidtica en la expresién genética del FNT- « juega un
papel importante en la respuesta aguda y regenerativa al
trauma del sistema nervioso central

Modelo de lesidn del SNC para ARNm del IL- f#

Este ensayo caracteriza la expresifn regional del ARNm

de la interleucina- 1B (IL- 1P) en regicnes del cerebro
especificas después de una lesi16n experimental cefdlica
traumitica por percusidn con fluido lateral en ratas Ratas
adultae Sprague- Dawley (n=42) fueron anestesiadas con
pentobarbital sédico (60 mg/kg, 1 p ) y sujetas a lesién
cefdlica con percusidn de fluido lateral de severidad

moderada (2 4 atm) situado sobre la corteza temporaparietal
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1zquierda (n=18), o tratamiento “sham” (anestesia y cirugia
sin lesién, n=18) Los animales son sacrificados mediante
decapitacién a 1, 6 y 24 horas después de la lesibn, los
cerebros son retirados, y muestras de tejido de la corteza
parietal i1zquierda (lesionada) (LC), &rea correspondiente en
la corteza derecha contralateral (RC), corteza adyacente a la
corteza parietal lesionada {(LA), &rea adyacente
correspondiente en la corteza derecha (RA), hipocampo
i1zquierdo (LH) e hipocampo derecho (RH) son preparados El
ARN total fue ailslado y se realizdé una hibridizacién Northern
blot y la cantidad de ARNm del IL- 1§ de tejido cerebral es
presentado como porcentaje de radicactividad relativa de ARN
macrb6fago positivo del IL- 1B cargado en el mismo gel A la
hora después de la lesién, un incremento marcado y
significativo en la expresién de ARNm del IL- 1P es observado

en LC (20 0+0 7% de control positivo, n = 6, p<0 05 comparado
con gham), LH (24 510 9%, p«<0 05) y LA (21 513 1%, p<0O 05) en
el hemisferio lesionado, lo cual permanecid elevado por hasta
geis horas después de la lesidén en el LC (4 010 4%, n=6,
p<0 05) y LH(5 0+1 3%, p<0 05) En los animales sham, no se
observa ninguna expresidn del ARNm del IL- 1P en ninguna de
las areas corticales respectivas Estos resultados indican
que después de la lesién cefdlica traumitica, la expresién
temporal del ARNm del IL- 1B es regicnalmente estimulada en
regiones del cerebro especificas Estos cambios regionales
en las citocinas, tales como el IL- 1 juegan un papel luego
de un trauma

Todas las publicaciones, i1ncluyendo pero limit&ndose a
patentes y solicitudes de patentes, citadas en esta

especificacién, estdn incorporadas en la presente
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La descripcién anterior divulga totalmente el invento
incluyendo las realizaciones preferidas del mismo  Las
modificaciones y mejoramientos de las realizaciones
especificamente divulgadas en la presente estdn dentro del
alcance de las siguientes reivindicaciones Sin mis por
afiadir, se cree que cualquier con habilidad en el estado de
la técnica, usando a anterior descripcifn, puede utilizar el
invento en su mayor alcance Por lo tanto, los Ejemplos
dados en la presente se deben tomar como meramente
1lustrativos y no como limitacién del alcance del invento de
ninguna manera Las realizaciones del invento en donde una
propiedad o privileglio exclusivo es reivindicado se definen a

continuacién
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REIVINDICACIONES
1 Un compuesto de la f6rmula
o)
N~ )
(Ry)
' N N
OH
1))
en donde

Ri1 es Beleccionado de manera independiente entre hidrégeno,
halégeno, nitro, ciano, alquilo Ci- 10 halosustituido,
alquilo Cl- 10, alquenilo C2- 10, alcoxilo Cl- 10, alcoxilo
Cl- 10 halosustituido, azida, (CRgRe)gS(0O).Rs, hidroxilo,
hidroxi Cl- 10 alquilo, arilo, aril Cl- 4 alquilo, ariloxilo,
aril Cl- 4 alquiloxilo, hetercarilo, heterocarilalquilo,
heterociclo, alquilec Cl- 4 heterociclico, hetercaril Cl- 4
alquiloxile, aril C2- 10 alquenilo, heteroaril C2- 10
alquenilo, algquenilo C2- 10 heterociclico, (CRgRg)gNR4Rs,
alquenilo C2- 10 C{O)NR.Rs, (CRgRs)qC (O)NR(Rs,
(CRgRa) gC (O} NR4R1s, S(O)3H, S(O)3Ry, (CRpRg)gC(O)R;;, alquenilo
C2- 10 C(O)Ri1, alguenilo C2- 10 C(O)OR;; (CRgRs) gqC (O)Ria,
(CRgRe) qQOC{O) R11, (CRgRg) gQNR4C(O) Ry, (CRaRg) gNHS (O)3R;,
(CRaRg) gS (0) 2NR4Rs, © dos fracciones R; juntas forman O-

(CH3)sO- © un anillo insaturado de 5 a 6 miembros,
g es 0, o un entero con un valor entre 1 y 10,

t es 0, © un entero con un valor entre 1 y 2,

8 €8 un entero comn un valor entre 1 y 3,
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Ry ¥ Rs son seleccicnados de manera independiente entre
haidrégeno, alquilo Cl- 4 opcionalmente sustituido, arilo
opcionalmente sustituido, arilalquilo Cl- 4 opcionalmente
sustiturdo, heteroarilo opcionalmente sustituido,
heteroarilalgquilo Cl- 4 opcionalmente sustituado,
heterociclo, y alquileo Cl- 4 heterociclico, o Ry ¥ R; junto
con el nitrSgeno al cual est&n unidos forman un anillo de 5 a
7 miembros el cual opcionalmente comprende un heteroatomo

adicional seleccionado entre oxigeno, nitrdgeno o azufre,

Y es seleccionado de manera independiente entre hidrégeno,
halégeno, nitro, ciano, alquilo Cl- 10 halosustituido,
alquilo Cl- 10, alquenilo C2- 10, alcoxilo Cl- 10, alcoxilo
Cl- 10 halosustituido, azida, (CRgRe)gS{(0O) R4, haidroxilo,
hidroxa Cl- 10 alquilo, arilo, aril Cl- 4 alquilo, ariloxilo,
aril Cl- 4 alquiloxilo, heteroarilo, hetercarilalquilo,
heterociclo, alquilo Cl- 4 heterociclico, heteroaril Cl- 4
alquiloxilo, aril C2- 10 alquenilo, heteroaril C2- 10
algquenilo, alquenilo C2- 10 heterociclico, (CRgRg)gNR4R;,
algquenilo C2- 10 C(O)NR4Rs, (CRgRy)qC (O)NR,Rs,
{CRgRg) gC (O) NR(R19, S(O}3H, S(O)3Rs, (CRaRa)qC(O)R;1, alquenilo
C2- 10 C(O)R;1, alquenilo C2- 10 C(Q)ORi;, CI(O)Ri11,

(CRgRg) qC (O) OR12, (CRgRg)gOC(O)Ri11, (CRgRa)gNR4C(O)Ris,

{CRgRg) gNHS (0) 3Ra, (CRgRy) gS (0):NR4R;, o dos fracciones Y juntas

forman O0- (CH3}40- © un anillo insaturado de 5 a 6 miembros,

n es un entero con un valor entre 1 y 5,
m es un entero con un valor entre 1 y 4,
Rg es hidrfgenc o alquilo Cl- 4,

Ri1p e8 alquilo Cl- 10 C{O)2RS8,

4]
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Ri1y es seleccionado entre hidrSgeno, alquilo Cl- 4, arilo
opcionalmente sustituido, arilalquilo Cl- 4 opcionalmente
sustituido, heteroarilo opcionalmente sustituido,
heterocarilalquilo Cl- 4 opcicnalmente sustituido, heterociclo
opcionalmente sustituido, y alquilo Cl- 4 heterociclico

opcionalmente sustituido,

R12 es seleccionado entre hidrédgeno, alquilo Cl- 10, arilo
opcionalmente sustituido y arilalquilo opcionalmente

gustituido,

R;» es seleccionado entre alquilo Cl- 4, arilo, arilalquilo,
heteroarilo, heterocarilagluilo C- 14, heterciclo, y algquilo
Cli- 4 heterociclico, en donde el arilo, heteroarilo, y

anillos heterociclicos estin todos opcionalmente sustituidos

2 El compuesto segin la Reivindicacién 1, el cual es

3- (2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2- bromofenilamino) -
ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- (2- hiadroxi- fenilamino)- 4- (2,3- diclorofenilamino) -
ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- (4- nitro- 2- hidroxi- fenilamino)- 4- fenilamino-
ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- (4- ciano- 2- hadroxi- fenilamino)- 4- fenilamino-
ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- (2- metoxi- bencilamino)- 4- fenilamino- ciclobut- 3- eno-
1l,2- diona,

3- (4- ciano- 2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2-
bromofenilamino) - ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- (4- ciano- 2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2-

clorofenilamino) - ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

2
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3- (4- ciano- 2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2,3-
diclorofenilamino) - ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- (2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2- fenilfenilamino)-
ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- {2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2- metoxifenilamino)-
ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- {(2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2- etilfenilamino)-
ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- (2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2- fenoxifenilamino)-
c¢iclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- (2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2- clorofenilamino)-
ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

6- cloro- 3- (3,4- dioxo- 2- fenilamino- ciclobut- 1-
enilamino) - 2- hidroxi- bencenosulfonamida,

3,4- bis- (4- ciano- 2- hidroxifenilamino)- ciclobut- 3-

1'2- dlona'

3- (2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2,3- dimetilfenilamino)-

ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- (2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2- metil- 4-
bromofenilamino) - ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- (2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2- propilfenilamino) -
ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- {2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2- metil- 3-

clorofenilamino) - ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

eno-

3- {2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2,3- dimetoxifenilamino) -

ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- (2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2- cloro- 3-
metilfenilamino)- ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- (4- nitro- 2- hidroxi- fenilamino)- 4- (2-
clorofenilamino) - ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3,4- bies- (4- nitro- 2- hidroxifenilamino)- ciclobut- 3-

1l,2- diona,

43
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3- [(2- hidroxi- fenil)- metil- amino]- 4- fenilamino-
ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

3- (3- hidroxi- piridin- 2- 1lamino)- 4- fenilamino-
ciclobut- 3- eno- 1,2- diona,

© una sal farmacéuticamente aceptable del mismo

3 Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad
efectiva de un compuesto segin la Reivindicacién 1, y un

vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable

4 Un método de tratar una enfermedad mediada por
quimiocinas, en donde la quimiocina se une a un receptor IL-
8 adpP en un mamifero, el cual comprende administrar a dicho
mamifero una cantidad efectiva de un compuesto de la férmula

de acuerdo con la reivindicaciédn 1

5 El método segin la Reivindicacién 4 en donde el mamifero
es afligido con una enfermedad mediada por quimiocinas

seleccionadas entre 17

6 El método segfin la Reivindicacidén 5 en donde el mamifero
es afligido con una enfermedad mediada por quimiocinas
seleccionada entre dermatitis atdpica, oasteoartritais,
artritis reumatoidea, asma, enfermedad pulmonar obstructaiva
crbnica, sindrome de distrés respiratorio en el adulto,
enfermedad intestinal inflamatoria, enfermedad de Crohn,
colitis ulcerativa, apoplejla, choque séptico, esclerosis
miltiple, choque endotéxico, septicemia gram negativa,
sindrome de choque téxico, dafic por reperfusién renal y
cardiaca, glomerulonefritis, trombosis, reaccidn injerto ve
huésped, enfermedad de Alzheimer, rechazos de aloinjertos,

malaria, restinosis, angiogenesis, aterosclerosis,
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osteoporosis, gingivitis y liberacién de células madre
hematopoyéticas no deseadas y enfermedades producidas por
virus respiratorios, virus herpes, y virus de la hepatitais,
meningitis, herpes encefalitis, vasculitia del SNC, lesibn
cerebral traumitica, tumores en SNC, hemorragia
subaracnoidea, trauma post- quiriirgico, neumonitis
intersticial, hipersensibilidad, artritis inducida por
cristales (gotoea), pancreatitis aguda y crfnica, hepatitis
alcohélica aguda, enterocolitis necrotizante, sinusitis
crbnica, uveitis, polimioesitis, vasculitis, acné&, Glceras
gastricas y duodenales, enfermedad celiaca, esofagitais,
gleositis, obastruccién de vias respiratorias,
hipersensibilidad de vias respiratorias, blonquiolitis
obliterante, neumonia organizante, bronquiestasia,
blonquiolitis, bronquiolitis obliterante, bronquitis crénica,
cor pulmonar, disnea, enfisema, hipercapnea, hipoxemia,
reducciédn quairirgica de volumen pulmonar, hipertensién
pulmonar, hipertrofia ventricular derecha, sarcoidosis,
enfermedad de viae respiratorias menores, desequilibrio

ventilacién- perfusidn, respiracié$n asmatica y lupus
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RESUMEN DE DIVULGACION DEL INVENTO
Este invento se relaciona con el usc novedoso de escuaratos

de dianilino en el tratamiento de enfermedades mediadas por

$ 1la quimiocina, Interleucina-8 (IL-8)
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