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AGONISTAS DE RECEPTOR DE MELANOCORTINA-4

CAMPO TECNICO

La presente invencidén se relaciona a un compuesto que
exhibe excelente actividad agonista contra receptores de
melanocortina. Mas especificamente, la presente invencidén se
relaciona a un compuesto de la siguiente Férmula 1, una
composicidén farmacéutica qgque comprende el compuesto como un
ingrediente activo, y un uso del mismo, y el compuesto de la
presente invencidn exhibe excelente actividad agonista contra
receptores de melacortina-4 y pueden ser particularmente utiles
en prevenir o tratar la obesidad, diabetes, inflamacién vy
disfuncidén eréctil:

[FOérmula 1]

en donde R1 es alquilo de C»-Cs.

TECNICA ANTECEDENTE
La proteina leptina es una hormona secretada por
células grasas del cuerpo (adipocitos), vy la cantidad de
secrecidén de la misma se incrementa conforme aumenta el

contenido de grasa corporal. La proteina leptina regula las
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funciones de varios neuropéptidos producidos en el hipotélamo,
para de esta manera regular el apetito, el contenido de grasa
corporal, y varias funciones in vivo que incluyen metabolismo
de energia (Schwartz, vy colaboradores, Nature 404, 661-671
(2000)) . La transduccidén de sefial de apetito y control de peso
por la proteina leptina se hace a través de la regulacidn de
muchos factores corriente abajo, los méds representativos de los
cuales son melanocortina, péptido relacionado a aguti (AgRP), vy
la hormona de neuropéptido Y (NPY).

Cuando la concentracidén de leptina en la sangre se
incrementa como un resultado de calorias excesivas in vivo, la
secrecidén de la hormona de proteina proopiomelanocortina (POMC)
en la glandula pituitaria se aumenta, y la produccidén de AgRP vy
NPY disminuye. Alfa-MSH (hormona estimuladora de melanocito),
que es una hormona de péptido pequefio, se produce de neuronas
POMC, y esta hormona es un agonista del receptor de
melanocortina-4 (MC4R) de neuronas secundarias vy finalmente
induce reduccidén del apetito. Por otra parte, cuando la
concentracién de leptina disminuye debido a la deficiencia de
calorias, la expresidédn de AgRP—que es el antagonista MC4R—se
incrementa y la expresién de NPY también se aumenta, esto
finalmente aumenta el apetito. Es decir, dependiendo de 1los
cambios en la leptina, la hormona alfa-MSH y la hormona AgRP se
involucran en la regulacidédn del apetito al ser un agonista vy

antagonista para MC4R.
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La hormona alfa-MSH induce varias respuestas
fisioldégicas al enlazar a los 3 subtipos MCR ademads de MC4R.
Hasta ahora, cinco subtipos MCR se han identificado. Entre 1los
subtipos, es conocido que MC1R se expresa principalmente en las
células de 1la piel y se involucra en la pigmentacidén de
melanina, MC2R se expresa principalmente en la glandula adrenal
y se involucra en la produccidédn de la hormona glucocorticoide,
y solamente ACTH (hormona adrenocorticotrdépica) derivada de
POMC es el ligando de los mismos. MC3R y MC4R—qgue se expresan
principalmente en el sistema nervioso central—se involucran en
la regulacién del apetito, metabolismo de energia, vy la
eficiencia de almacenamiento de grasa en el cuerpo, y MC5R—que
se expresa en varios tejidos—se conoce que regula la funciédn
exocrina (Wikberg, vy colaboradores, Pharm Res 42 (5) 393-420
(2000) ). Especificamente, la activacidédn del receptor MC4R tiene
un efecto de efectivamente reducir el peso corporal al inducir
una disminucidén en el apetito y un incremento en el metabolismo
de energia y de esta manera se propone dque es un punto mayor de
accién en el desarrollo de farmacos contra obesidad (Review:
Wikberg, Eur. J. Pharmacol 375, 295-310 (1999)); Wikberg, vy
colaboradores, Pharm Res 42 (5) 393-420 (2000); Douglas vy
colaboradores, Eur J Pharm 450, 93-109 (2002); y O’'Rahilly vy
colaboradores, Nature Med 10, 351-352 (2004)).

La funcién de MC4R en el apetito y control de peso se

ha demostrado principalmente a través de un experimento en un
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modelo de animal de la expresidén anormal de la proteina de
aguti (ratdén aguti). En el caso de ratones aguti, se encuentra
que la proteina de aguti se expresa en altas concentraciones en
el sistema nervioso central y actia como un antagonista de MC4R
en el hipotdlamo debido a mutaciones genéticas, induciendo de
esta manera obesidad (Yen, TT y colaboradores, FASEB J. 8, 479-
488 (19%94); vy Lu D., y colaboradores, Nature 371, 799-802
(1994)). En los resultados de investigacidén subsecuentes, se
observa que AgRP (péptido relacionado a aguti) similar a la
proteina de aguti actual se expresd en el nervio hipotalédmico,
y AgRP también se conoce que estd involucrado en la regulacidn
del apetito como antagonistas contra MC4R (Shutter, %
colaboradores, Genes Dev., 11, 593-602 (1997); vy Ollman, vy
colaboradores, Science 278, 135-138 (1997)).

La administracidén cerebral de alfa-MSH—que es un
agonista MC4R in vivo—a un animal exhibe un efecto de reducir
el apetito, y si SHU9119 (péptido) o HS014 (péptido)—que son
antagonistas MC4R—se tratan a los mismos, un efecto para
incrementar el apetito nuevamente se observa (Kask y
colaboradores, Biochem. Biophys. Res. Comm. 245, 90-93 (1998)).
Ademéds, en una prueba de animal utilizando Melanotan II (MTII,
Ac-Nle-c[Asp-His-DPhe-Arg-Trp-Lys]-NH2) y HP228, que es un
agonista similar al mismo, después de la administracidn
cerebral, intraperitoneal o subcutéanea, se confirmaron 1la

supresién de apetito, pérdida de peso y la eficacia de
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incremento de metabolismo de energia, y los similares. (Thiele
T. E., y colaboradores, Am J Physiol 274 (1 Pt 2), R248-54
(1998); Lee M. D., y colaboradores, FASEB J 12, Ab552 (1998);
Murphy B., y colaboradores, J Appl Physiol 89, 273-82 (2000)).
En contraste, cuando el SHU9119 representativo se administra a
un animal, se exhiben 1ingesta de alimento significativa vy
sostenida vy ganancia de peso, dgque proporciona la evidencia
farmacoldégica de que los agonistas MCR se pueden utilizar para
tratar obesidad. El efecto reductor del apetito—que es
evidentemente exhibido durante la administracién de MTII—no es
exhibido en ratones MC4R KO (inactivados), y este resultado
experimental prueba nuevamente que el efecto reductor del
apetito se 1logra principalmente por la activacidén de MC4R
(Marsh, y colaboradores, Nat Genet 21, 119-122 (1999)).

Los inhibidores de apetito que actlan en el sistema
nervioso central son predominantes como tratamientos de la
obesidad desarrollados hasta la fecha, y la mayoria de 1los
inhibidores son farmacos que modulan la accidén de 1los
neurotransmisores. Ejemplos de los mismos incluyen agentes de
noradrenalina (fentermina % mazindol) % fluoxetina %
sibutramina, que son agentes serotonérgicos. Sin embargo, el
modulador de neurotransmisor ejerce un amplio intervalo de
efectos en varias acciones fisiolbdgicas ademéds de la supresidn
del apetito por numerosos receptores de subtipo. Por lo tanto,

los moduladores carecen en selectividad para cada subtipo vy
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tiene una gran desventaja de que varios efectos secundarios
estdn acompafiados en el caso de la administracién a largo
plazo.

Por otra parte, las melanocortinas son neuropéptidos,
no neurotransmisores, y considerando que todas las otras
funciones diferentes del metabolismo de energia son normales en
los ratones KO del gen MC4R, 1los agonistas de melanocortina
tienen una ventaja como un punto de accidén en que solamente la
pérdida de peso a través de la inhibicidén del apetito se puede
inducir sin afectar otras funciones fisioldbgicas. En
particular, el receptor es un receptor acoplado a la proteina G
(GPCR), que pertenece a la categoria mucho méds exitosa entre
los nuevos puntos de accidén de farmaco desarrollados hasta
ahora, y es grandemente distinguido de los puntos de accidén en
la técnica relacionada en que es relativamente facil de
asegurar la selectividad para los receptores de subtipo.

Como ejemplos para utilizar el receptor de
melanocortina como un punto de accidn, las Publicaciones
Internacionales Nos. WO 2008/007930 y WO 2010/056022 describen
compuestos como agonistas del receptor de melanocortina.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
PROBLEMA TECNICO

Un objetivo de la presente invencidédn es proporcionar

un compuesto novedoso representado por la Férmula 1, que tiene

excelente actividad agonista selectiva contra los receptores de
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melanocortina, especificamente receptores de melanocortina-4
(MC4R), o una sal o isémero farmacéuticamente aceptable del
mismo.

Otro objetivo de la presente invencién es
proporcionar un método para preparar el compuesto representado
por la Férmula 1.

Aun otro objetivo de la ©presente invencidn es
proporcionar una composicién farmacéutica agonistica del
receptor de melanocortina que comprende un compuesto
representado por la Férmula 1, o una sal o isdémero
farmacéuticamente aceptable del mismo, como un ingrediente
activo.

Aun otro objetivo de la presente invencidn es
proporcionar el uso del compuesto representado por la Férmula
1, o a sal o isdbmero farmacéuticamente aceptable del mismo en
la prevencidén o tratamiento de la obesidad, diabetes,
inflamacién y disfuncidn eréctil.

Aun otro objetivo de la ©presente invencidn es
proporcionar un método para prevenir o tratar la obesidad,
diabetes, inflamacidén vy disfuncidén eréctil, que comprende
administrar el compuesto representado por la Férmula 1, o una
sal o isbdbmero farmacéuticamente aceptable del mismo a un sujeto
en necesidad del mismo.

SOLUCION AL PROBLEMA

Para lograr el objetivo anterior, la presente
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invencidén proporciona un compuesto de la siguiente Fdérmula 1, o
una sal o isémero farmacéuticamente aceptable del mismo:

[FOérmula 1]

en donde R1 es alquilo de C»-Cs.

El compuesto de la Foérmula 1 de acuerdo con la
presente 1invencidén puede formar una sal farmacéuticamente
aceptable.

Ademéds, puesto que los compuestos de acuerdo con la
presente invencidn pueden tener un centro de carbono asimétrico
y un eje asimétrico o un plano asimétrico, 1los compuestos
pueden existir como isémeros cis o trans, isémeros R o S,
racematos, mezclas de diasteredmero, % diasteredbmeros
individuales, vy todos estos isdémeros y mezclas se incluyen
dentro del alcance de la presente invencién.

En la presente especificacidén, a menos de gue sea
indicado de otra manera, el compuesto de la Fbérmula 1 se
utiliza en el sentido de incluir todo del compuesto de la
Férmula 1, sales e isdmeros farmacéuticamente aceptables del

mismo.



10

15

20

25

En una modalidad de acuerdo con la presente
invencién, Rl en la Férmula 1 es alquilo de Cz a C4. En otra
modalidad de acuerdo con la presente invencidén, Rl en la
Férmula 1 es un alquilo de Cz2 a C4 lineal o ramificado, por
ejemplo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo,
sec-butilo o ter-butilo.

En otra modalidad de acuerdo con la ©presente
invencién, Rl en la Férmula 1 es alquilo de Cz2 o Cz. En otra
modalidad de acuerdo con la presente invencidén, Rl en 1la
Férmula 1 es alquilo de C, o C3 lineal o ramificado, por
ejemplo etilo, n-propilo o isopropilo.

En otra modalidad de acuerdo con la ©presente
invencién, el compuesto de la Fbérmula 1 es N-((35,58)-
((3S,4R) -1-(ter-butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-carbonil) -
5-(morfolin-4-carbonil)pirrolidin-3-il)-N-((1ls,4R)-4-metil-
ciclohexil)isobutiramida de la siguiente Fbérmula 2:

[Foérmula 2]

hedds
Yete

En otra modalidad de la presente invencidn, el

(\o

y

compuesto de la Férmula 1 es N-((35,55)-1-((3S,4R)-1-(ter-
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butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-carbonil)-5- (morfolin-4-
carbonil)pirrolidin-3-il)-N-((ls,4R)-4-metilciclohexil) -
propionamida de la siguiente Férmula 3:

[Foérmula 3]

e

*Q*Q
ok

En otra modalidad de la presente invencién, el
compuesto de la Férmula 1 es N-((35,55)-1-((3S,4R)-1-(ter-
butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-carbonil)-5-(morfolin-4-
carbonil)pirrolidin-3-il)-N-((ls,4R)-4-metilciclohexil) -

pivalamida de la siguiente Férmula 4:

e

*Q#Q
3 3%

En otra modalidad de acuerdo con la ©presente

[Foérmula 4]

invencién, ejemplos de la sal farmacéuticamente aceptable

incluyen sales de adicidén de acido formadas por un &cido
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inorganico tales como &cido clorhidrico, &cido sulfurico, acido
nitrico, acido fosférico, adcido bromhidrico, W% acido
yodhidrico; un &cido carboxilico orgédnico tales como &cido
tartdrico, &cido fdérmico, &cido citrico, &cido acético, 4acido
tricloroacético, &acido trifluoroacético, &cido glucénico, é&cido
benzoico, 4acido 1lactico, acido fumarico vy acido maleico; vy
acido sulfénico tales como dcido metanosulfdénico, acido
bencenosulfénico, acido p-toluenosulfédnico y acido
naftalensulfénico, pero no estd limitado a los mismos.

En otra modalidad de la invencidén, el compuesto es
una sal farmacéutica del compuesto de la Férmula 1, en donde R1
es etilo y la sal es un acido inorganico tales como &cido
clorhidrico, &cido sulftrico, &cido nitrico, éacido fosférico,
dcido bromhidrico vy &cido vyodhidrico; wun &cido carboxilico
organico tales como &cido tartarico, acido férmico, éacido
citrico, acido acético, acido tricloroacético, acido
trifluoroacético, acido glucénico, dcido benzoico, acido
lactico, éacido fumarico vy &cido maleico; vy acido sulfdnico
tales como acido metanosulfdnico, acido bencenosulfdédnico, acido
p-toluenosulfénico y &dcido naftalenosulfdnico.

En otra modalidad de la invencidén, el compuesto es
una sal farmacéutica del compuesto de la Férmula 1, en donde RI1
es n-propilo y la sal es un &cido inorganico tales como &cido
clorhidrico, &cido sulftrico, &cido nitrico, éacido fosférico,

dcido bromhidrico vy 4&cido vyodhidrico; un &cido carboxilico
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organico tales como &cido tartarico, acido férmico, acido
citrico, acido acético, acido tricloroacético, acido
trifluoroacético, acido glucédnico, acido benzoico, acido
lactico, éacido fumarico vy &cido maleico; vy acido sulfdnico
tales como &cido metanosulfédnico, &cido bencenosulfdénico, acido
p-toluenosulfdénico y &cido naftalenosulfédnico.

En otra modalidad de la invencidén, el compuesto es
una sal farmacéutica del compuesto de la Férmula 1, en donde R1
es isopropilo y la sal es un acido inorganico tales como &cido
clorhidrico, &cido sulftrico, &cido nitrico, éacido fosférico,
dcido bromhidrico vy &cido vyodhidrico; un &cido carboxilico
organico tales como &cido tartarico, acido férmico, éacido
citrico, acido acético, acido tricloroacético, acido
trifluoroacético, acido glucénico, dcido benzoico, acido
lactico, éacido fumarico y &cido maleico; vy acido sulfdnico
tales como acido metanosulfdnico, acido bencenosulfdédnico, acido
p-toluenosulfénico y 4dcido naftalenosulfédnico.

En otra modalidad de la invencidén, el compuesto es
una sal farmacéutica del compuesto de la Férmula 1, en donde RI1
es n-butilo y la sal es un &cido inorgénico tales como &cido
clorhidrico, &cido sulftrico, &cido nitrico, éacido fosférico,
dcido bromhidrico vy 4&cido vyodhidrico; un &cido carboxilico
organico tales como &cido tartarico, 4&cido foérmico, 4&cido
citrico, acido acético, acido tricloroacético, acido

trifluoroacético, acido glucédnico, acido benzoico, acido



10

15

20

25

13

lactico, éacido fumarico vy &cido maleico; vy acido sulfdnico
tales como &cido metanosulfédnico, &cido bencenosulfdénico, acido
p-toluenosulfdénico y &cido naftalenosulfédnico.

En otra modalidad de la invencidén, el compuesto es
una sal farmacéutica del compuesto de la Férmula 1, en donde R1
es isobutilo y la sal es un acido inorganico tales como &cido
clorhidrico, &cido sulftrico, &cido nitrico, éacido fosférico,
dcido bromhidrico vy &cido vyodhidrico; un &cido carboxilico
organico tales como é&cido tartarico, acido férmico, éacido
citrico, acido acético, acido tricloroacético, acido
trifluoroacético, acido glucénico, dcido benzoico, acido
lactico, éacido fumarico y &cido maleico; vy acido sulfdnico
tales como acido metanosulfdnico, acido bencenosulfdédnico, &acido
p-toluenosulfénico y 4dcido naftalenosulfdnico.

En otra modalidad de la invencidén, el compuesto es
una sal farmacéutica del compuesto de la Férmula 1, en donde RI1
es sec-butilo y la sal es un &acido inorgénico tal como &cido
clorhidrico, &cido sulftrico, &cido nitrico, éacido fosférico,
dcido bromhidrico vy 4&cido vyodhidrico; un &cido carboxilico
organico tales como &cido tartarico, 4&cido foérmico, 4&cido
citrico, acido acético, acido tricloroacético, acido
trifluoroacético, acido glucédnico, acido benzoico, acido
lactico, é&cido fumarico y é&cido maleico; vy &cido sulfédnico
tales como acido metanosulfdénico, acido bencenosulfdédnico, &acido

p-toluenosulfdénico y adcido naftalenosulfdbdnico.
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En otra modalidad de la invencidén, el compuesto es
una sal farmacéutica del compuesto de la Férmula 1, en donde R1
es ter-butilo y la sal es un &cido inorgédnico tal como &cido
clorhidrico, &cido sulftrico, &cido nitrico, éacido fosférico,
dcido bromhidrico vy &cido vyodhidrico; wun &cido carboxilico
organico tales como &cido tartarico, acido férmico, éacido
citrico, acido acético, acido tricloroacético, acido
trifluoroacético, acido glucénico, dcido benzoico, acido
lactico, éacido fumarico y &cido maleico; vy acido sulfdnico
tales como acido metanosulfdénico, acido bencenosulfdédnico, &acido
p-toluenosulfénico y 4dcido naftalenosulfédnico.

En otra modalidad de acuerdo con la ©presente
invencién, la sal farmacéuticamente aceptable es clorhidrato.

En otra modalidad de acuerdo con la ©presente
invencién, el compuesto de la Fdérmula 1 es clorhidrato de N-
((35,58)-1-((35,4R)-1-(ter-butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-
carbonil)-5-(morfolin-4-carbonil)pirrolidin-3-il)-N-((1ls,4R)-4-
metil-ciclohexil)isobutiramida de la siguiente Férmula 5:

[Foérmula 5]

.
0 O‘\E’N\)

2oaol

HCI 2 %

Cl



10

15

20

25

15

En otra modalidad de acuerdo con la ©presente
invencién, el compuesto de la Férmula 1 es clorhidrato de N-
((35,58)-1-((35,4R)-1-(ter-butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-
carbonil)-5- (morfolin-4-carbonil)pirrolidin-3-il)-N-((1ls,4R)-4-
metil-ciclohexil)propionamida de la siguiente Férmula 6:

[Foérmula 6]

oA

*Q*Q
oln

En otra modalidad de acuerdo con la ©presente
invencién, el compuesto de la Férmula 1 es clorhidrato de N-
((35,558)-1-((35,4R)-1-(ter-butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-
carbonil)-5- (morfolin-4-carbonil)pirrolidin-3-il)-N-((1ls,4R)-4-
metilciclohexil)pivalamida de la siguiente Férmula 7:

[Foérmula 7]

@
En otra modalidad de acuerdo con la ©presente

invencidén, clorhidrato de N-((35,58)-1-((3S,4R)-1-(ter-butil) -
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4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-carbonil)-5-(morfolin-4-carbonil) -
pirrolidin-3-i11)-N-((1ls,4R)-4-metilciclohexil)isobutiramida de
la Foérmula 5 anterior, clorhidrato de N-((35,58)-1-((3S5,4R)-1-
(ter-butil) -4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-carbonil)-5- (morfolin-
4-carbonil)pirrolidin-3-il)-N-((ls,4R)-4-metilciclohexil) -

propionamida de la Férmula 6 anterior, vy clorhidrato de N-
((35,558)-1-((35,4R)-1-(ter-butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-
carbonil)-5- (morfolin-4-carbonil)pirrolidin-3-il)-N-((1ls,4R)-4-
metilciclohexil)pivalamida de la Férmula 7 anterior se pueden
preparar de acuerdo con el siguiente Esquema de Reaccidn 1.

[Esquema de Reaccidén 1]
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En el Esquema de Reaccién 1,
R2 es alquilo de Ci-Cs;

R3 es cicloalquilo de C3-Cg no sustituido o sustituido
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con 1 o 2 alquilos de Ci-Cs; vy

R4 y R5 son cada uno independientemente hidrdégeno o
haldégeno.

El compuesto de la Férmula 1 de acuerdo con la
presente invencidén exhibe excelente actividad agonista contra
los receptores de melanocortina, especificamente receptores de
melanocortina-4 (MC4R), y de esta manera la presente invencidn
también proporciona una composicidén farmacéutica agonistica del
receptor de melanocortina que comprende el compuesto de 1la
Férmula 1, o una sal o isdmero farmacéuticamente aceptable del
mismo como un ingrediente activo, Jjunto «con un portador
farmacéuticamente aceptable. En particular, la composicidén de
acuerdo con la presente invencidén exhibe un excelente efecto en
prevenir o tratar obesidad, diabetes, inflamacién y disfuncién
eréctil, pero no estd limitado a los mismos.

En la presente especificacidén, el “portador” se
refiere a un compuesto que facilita la inyeccidén del compuesto
en células o tejidos.

Cuando el compuesto de la presente invencidn se
administra para propdsitos clinicos, la dosis diaria total que
es administrada a un hospedero como una sola dosis o en dosis
separadas estd de preferencia en el intervalo de 0.01 a 10 mg
por 1 kg del peso corporal, pero un nivel de dosis especifico
para pacientes 1individuales ©puede variar dependiendo del

compuesto especifico que es utilizado, el peso, el sexo, el
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estado de salud, vy 1la dieta del paciente, el tiempo de
administracién, el método de administracidén, y la velocidad de
excrecidédn del farmaco, la mezcla de farmaco y la severidad de
una enfermedad.

E1l compuesto de la presente invencién se puede
administrar por cualgquier ruta dependiendo del propdsito. Por
ejemplo, el compuesto de la presente invencidén se puede
administrar mediante inyeccidén o administracién oral.

Las formulaciones para inyeccidn se pueden producir
al wutilizar el agente de dispersidn, agente humectante, o
agente de suspensidén adecuado de acuerdo con técnicas
conocidas.

Ejemplos de formas de dosificacién sbélida para
administracién oral incluyen céapsulas, tabletas, pildoras, vy
granulos, vy las formas de dosificacidén sdélida se pueden
producir al mezclar el compuesto activo de la Férmula 1 de
acuerdo con la presente invencién con uno o mas portadores
tales como diluyentes inertes, lubricantes, desintegrantes vy
aglutinantes.

EFECTOS VENTAJOSOS DE LA INVENCION

El compuesto de la Férmula 1 de acuerdo con la
presente invencidn exhibe excelente actividad agonista contra
receptores de melanocortina, particularmente receptores de
melanocortina-4 (MC4R), y de esta manera se pueden utilizar

ttilmente en la prevencidén o tratamiento de obesidad, diabetes,
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inflamacidén y disfuncidn eréctil.

E1l compuesto de la Foérmula 1 de acuerdo con la
presente invencidén exhibe un efecto en el objetivo sobre el
receptor de melanocortina-4, no efectia ansiedad y depresidn
mientras que exhibe efectos de pérdida de peso y de reduccidn
de dieta, y se puede administrar sin efectos secundarios en la
inhibicidén del gen relacionado a éter-a-go-go (hERG) humano o
problemas de seguridad tal como mutagénesis. Ademés, el
compuesto de la Férmula 1 de acuerdo con la presente invencidn
se puede administrar de manera segura debido a que no hay
citotoxicidad y toxicidad del higado.

MODO PARA LA INVENCION

Después enseguida, la presente invencién sera
descrita en mas detalle a través de los ejemplos de preparacidn
y ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos son solamente
ilustrativos, y el alcance de la presente invencidén no se
limita a los mismos.

Ejemplo de Preparacién 1: Preparacién de clorhidrato de

(2S,4S)-4-(N-((1s,4R)-4-metilciclohexil) isobutiramido) -

pirrolidin-2-carboxilato de metilo

Q%/O&

0y
Q“ﬁ

HCI
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E1l compuesto del titulo se obtuvo a través de las
siguientes etapas A, B, C, D vy E.

Etapa A: Preparacidédn de (25,45)-4-azidopirrolidin-

1,2-dicarboxilato de 1-(ter-butil) 2-metilo

(25,4R)-4-((Metilsulfonil)oxi)pirrolidin-1,2-
dicarboxilato de 1-(ter-butil) 2-metilo (48.5 g, 150 mmol) se
disolvidé en N,N’-dimetilformamida (250 ml) bajo nitrdégeno, y se
adicioné al mismo azida de sodio (19.5 g, 300 ml). Después de
la agitacidén a 80°C durante 16 horas, el solvente de reacciédn
se concentrd bajo presidédn reducida, se adiciondé agua y la
extraccién se realizdé dos veces con acetato de etilo. La capa
organica se lavd con una solucidn de cloruro de sodio acuosa y
agua, se secd sobre sulfato de magnesio anhidro y se filtrd. El
filtrado se concentrdé bajo presidédn reducida para obtener el
producto crudo (39.59 g, 98%), gque se utilizdé en la siguiente
etapa sin purificacidn.

MS [M+H] = 271 (M+1)

IH NMR (400 MHz, CDs3OD) O 4.43-4.37 (m, 1H), 4.35-4.27
(br, 1H), 3.77 (s, 1.8H), 3.76 (s, 1.2H), 3.73-3.66 (m, 1H),
3.44-3.38 (m, 1H), 2.63-2.49 (m, 1H), 2.19-2.11 (m, 1H), 1.50
(s, 4.5H), 1.44 (s, 4.5H)

Etapa B: Preparacidédn de (25,45)-4-aminopirrolidin-

1,2-dicarboxilato de 1-(ter-butil) 2-metilo

(25,48)-4-Azidopirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-

(ter-butil) 2-metilo (24.59 g, 91.0 mmol) obtenido en la Etapa
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A se disolvid en tetrahidrofurano (180 ml), y luego se adiciond
al mismo lentamente solucidén de tetrahidro de trimetilfosfina
(109.2 ml, 109.2 mmol) a 0°C. Después de la agitacidén a 1la
misma temperatura durante una hora, la mezcla se agitd a
temperatura ambiente durante tres horas. Después de que el
solvente de reaccidén se concentrd bajo presidén reducida, se
adicionaron diclorometano (100 ml) vy agua (150 ml) vy se
agitaron durante aproximadamente 30 minutos. Después de que las
capas se separaron y se extrajeron una vez mas con
diclorometano, la capa organica se secd sobre sulfato de
magnesio anhidro y se filtrdé. E1 filtrado se concentrd bajo
presidén reducida para obtener el producto crudo (20.62 g, 93%),
que se utilizd en la siguiente etapa sin purificacidn.

MS [M+H] = 245 (M+1)

IH NMR (400 MHz, CD3OD) o 4.27 (m, 1H), 3.77 (s,
1.8H), 3.76 (s, 1.2H), 3.75-3.67 (m, 1H), 3.50-3.42 (m, 1H),
3.22-3.17 (m, 1H), 2.58-2.47 (m, 1H), 1.82-1.71 (m, 1H), 1.48
(s, 4.5H), 1.42 (s, 4.5H)

Etapa C: Preparacidn de (25,48)-4-(((1s,4R) -4~

metilciclohexil)-amino)pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-(ter-

butil) 2-metilo

(25,48)-4-Aminopirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-
(ter-butil) 2-metilo (20.62 g, 84.4 mmol) obtenido en la Etapa
B se disolvidé en dicloroetano (150 ml), y se adiciondé al mismo

y 4-metilciclohexanona (9.5 ml, 101.3 mmol). Se adiciond
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triacetoxiborohidruro de sodio (26.8 g, 126.6 mmol) a 0°C y se
agitdé a temperatura ambiente durante 16 horas. El solvente de
reaccidén se concentrd bajo presidn reducida, se adiciond agua y
la extraccidén se realizd dos veces con acetato de etilo. La
capa organica se lavdé con una solucién de cloruro de sodio
acuosa, se secd sobre sulfato de magnesio anhidro y se filtréd.
El filtrado se concentrd bajo presidn reducida y se purificd
mediante cromatografia en columna para obtener el compuesto del
titulo (22.9 g, 80%).

MS [M+H] = 341 (M+1)

lH NMR (400 MHz, CD3OD) o 4.26 (m, 1H), 3.76 (s,
1.8H), 3.75 (s, 1.2H), 3.78-3.71 (m, 1H), 3.49-3.40 (m, 1H),
3.22-3.16 (m, 1H), 2.69-2.60 (br, 1H), 2.58-2.46 (m, 1H), 1.87-
1.77 (m, 1H), 1.73-1.63 (m, 1H), 1.62-1.35 (m, 8H), 1.48 (s,
4.5H), 1.42 (s, 4.5H), 0.96 (d, 3H)

Etapa D: Preparacidén de (25,48)-4-(N-((1ls,4R) -4~

metilciclo-hexil)isobutiramido)pirrolidin-1,2-dicarboxilato de

l1-(ter-butil) 2-metilo

(25,48)-4-(((1ls,4R)-4-Metilciclohexil)amino) -
pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-(ter-butil) 2-metilo (37.29
g, 109.5 mmol) obtenido en la Etapa C se disolvid en
diclorometano (500 ml), se adiciondé trietil amina (61.1 ml,
438.1 mmol), y se adiciondé lentamente cloruro de isobutirilo
(11.7 ml, 219 mmol) a 0°C. Después de la agitacidén a

temperatura ambiente durante 16 horas, el solvente de reaccidn
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se concentrd bajo presidn reducida, se adiciond una solucidn de
hidrégeno carbonato de sodio acuoso, y la extraccidédn se realizd
dos veces con acetato de etilo. La capa orgadnica se lavd con
una solucidén de cloruro de sodio acuosa y agqua, se secd sobre
sulfato de magnesio anhidro vy se filtré. E1 filtrado se
concentrd bajo presidédn reducida vy se purificdé mediante
cromatografia en columna para obtener el compuesto del titulo

(38.79 g, 86%).

o\

MS [M+H] = 411 (M+1)

H NMR (400 MHz, CD30OD) o 4.27 (m, 1H), 3.76
(s, 1.8H), 3.7 (s, 1.2H), 3.78-3.72 (m, 1H), 3.50-3.41
(m, 1H), 3.33-3.14 (m, 1H), 2.69-2.60 (m, 2H), 2.57-2.43 (m,
1H), 1.87-1.79 (m, 1H), 1.70-1.61 (m, 1H), 1.60-1.32 (m, 8H),
1.47 (s, 4.5H), 1.41 (s, 4.5H), 1.10 (dd, 6H), 0.99 (d, 3H)

Etapa E: Preparacién de clorhidrato de (25,4S5)-4-(N-

((1s,4R) -4-metilciclo-hexil)isobutiramido)pirrolidin-2-

carboxilato de metilo

(25,48)-4-(N-((1ls,4R)-4-Metilciclohexil)iso-
butiramido)pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-(ter-butil) 2-
metilo (34.0 g, 82.8 mmol) obtenido en la Etapa D se disolvid
en diclorometano (200 ml), y una solucidén de 1,4-dioxano de
dcido clorhidrico 4N (82.8 ml, 331.3 mmol) se adiciondé a 0°C.
Después de la agitacidén a temperatura ambiente durante 6 horas,
el solvente de reaccidn se concentrd bajo presidn reducida para

obtener el producto crudo (28.7 g, 99%), que se utilizd en la
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siguiente etapa sin purificacién.
MS[M+H] = 311 (M+1)

Ejemplo de Preparacién 2: Preparacién de acido (3S,4R)-1-(ter-

butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-carboxilico

S

Cl

El compuesto del titulo se obtuvo por el

método descrito en la Publicacidn Internacional No. WO
2004/092126.
MS[M+H] = 282 (M+1)

H NMR (400 MHz, CD30D) o0 7.43-7.33 (m, 4H) ,

3.90-3.69 (m, 3H), 3.59 (dd, J = 11.2, 10.0 Hz, 1H),
3.29 (dd, J = 11.2, 11.2 Hz, 1H), 3.18-3.09 (m, 1H), 1.44
(s, 9H)

Ejemplo de Preparacién 3: Preparacién de clorhidrato de

(25,4S)-4-(N-((1ls,4R)-4-metilciclohexil) propionamido) -

pirrolidin-2-carboxilato de metilo

.

gy
4 (@]
d



10

15

20

25

25

E1l compuesto del titulo se obtuvo a través de las
Etapas A y B.

Etapa A: Preparacidén de (25,48)-4-(N-((1ls,4R) -4~

metilciclo-hexil)propionamido)pirrolidin-1,2-dicarboxilato de

l1-(ter-butil) 2-metilo

0N

>Loj}L NQ

.
2

El compuesto del titulo (0.98 g, 84%) se obtuvo de la
misma manera como en la Etapa D en el Ejemplo de Preparacidén 1
al utilizar (25,48)-4-(((1ls,4R)-4-metilciclohexil)amino) -
pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-(ter-butil) 2-metilo (1.0 g,
2.9 mmol) obtenido en la Etapa C del Ejemplo de Preparacidén 1 y
cloruro de propionilo (0.33 g, 3.5 mmol).

MS [M+Na] = 419.5 (M+23)

IH NMR (400 MHz, CD3OD) o 4.33 (m, 1H), 4.00-3.80 (m,
2H), 3.75 (m, 3H), 3.58 (m, 1H), 3.47 (m, 1H), 2.85-2.68 (m,
1H), 2.38 (g, 2H), 2.31 (m, 1H), 1.93 (m, 1H), 1.80 (m, 2H),
1.72-1.55 (m, 4H), 1.45 (m, 2H), 1.45-1.41 (m, 9H), 1.07 (m,
6H)

Etapa B: Preparacién de clorhidrato de (25,4S5)-4-(N-

((1s,4R) -4-metilciclohexil)propionamido)pirrolidin-2-
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carboxilato de metilo

%

e
.0
o

El compuesto del titulo (0.76 g, 93%) se obtuvo de la
misma manera como en la Etapa E del Ejemplo de Preparacién 1 al
utilizar (25,4S)-4-(N-((1ls,4R)-4-metilciclohexil)propionamido) -
pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-(ter-butil) 2-metilo (0.98 g,
2.4 mmol) obtenido en la Etapa A.

MS [M+H] = 297.4 (M+1)

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 9.95 (brs, 1H), 8.63 (brs,
1H), 4.38 (m, 1H), 4.21 (m, 1H), 3.77 (s, 3H), 3.53 (m, 1H),
3.40 (m, 2H), 2.53 (m, 1H), 2.37 (g, 2H), 2.24 (m, 1H), 1.88
(m, 1H), 1.68-1.55 (m, 4H), 1.52 (m, 2H), 1.40 (m, 2H), 0.97
(m, 6H)

Ejemplo de Preparacién 4: Preparacién de clorhidrato de

(25,4S5)-4-(N-((1ls,4R)-4-metilciclohexil)pivalamido)pirrolidin-

2-carboxilato de metilo

0.0
-
HCl Sl

ol
N

ot
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E1l compuesto del titulo se obtuvo a través de las

Etapas A y B.

Etapa A: Preparacidén de (25,48)-4-(N-((1ls,4R) -4~

metilciclohexil)pivalamido)pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-

(ter-butil) 2-metilo

-0
E1l compuesto del titulo se obtuvo en el método

descrito en Publicacién Internacional No. WO 2008/007930.

MS [M+Na] = 447.5 (M+23)

'H NMR (400 MHz, CD3OD) o 4.34 (m, 1H), 3.90-3.75 (m,
2H), 3.73 (m, 3H), 3.45 (m, 2H), 2.75-2.60 (m, 1H), 2.30 (m,
1), 1.95 (m, 1H), 1.85 (m, 2H), 1.66 (m, 4H), 1.50 (m, 2H),
1.45-1.41 (m, 9H), 1.25-1.20 (m, 9H), 1.05 (d, 3H)

Etapa B: Preparacién de clorhidrato de (25,4S5)-4-(N-

((1s,4R) -4-metilciclohexil)pivalamido)pirrolidin-2-carboxilato

de metilo

HCI
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El compuesto del titulo (0.68 g, 99%) se obtuvo de la
misma manera como en la Etapa E del Ejemplo de Preparacién 1 al
utilizar (25,48)-4-(N-((1ls,4R)-4-metilciclohexil)pivalamido) -
pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-(ter-butil) 2-metilo (0.80 g,
1.88 mmol) obtenido en la Etapa A.

MS [M+H] = 325.4 (M+1)

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) o 10.24 (brs, 1H),
8.60 (brs, 1H), 4.41 (m, 1H), 4.22 (m, 1H), 3.77 (m, 3H),
3.40-3.28 (m, 3H), 2.55 (m, 1H), 2.20 (m, 1H), 1.87 (m, 1H),
1.70-1.50 (m, 6H), 1.40 (m, 2H), 1.21-1.10 (m, 9H), 1.00 (m,
3H)

Ejemplo 1: Preparacién de clorhidrato de N-((35,58)-1-((3S,4R)-

1-(ter-butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-carbonil) -5-

(morfolin-4-carbonil)pirrolidin-3-il)-N-((1ls,4R)-4-metil-

ciclohexil) isobutiramida

sfets

E1l compuesto del titulo se obtuvo a través de las

Etapas A, B, C y D.

Etapa A: Preparacidén de (25,48)-1-((3S,4R)-1-(ter-butil) -

4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-carbonil)-4-(N-((ls,4R)-4-
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metilciclohexil)isobutiramido)pirrolidin-2-carboxilato de
metilo

Clorhidrato de (25,48)-4-(N-((1s,4R)-4-metil-
ciclohexil)isobutiramido)pirrolidin-2-carboxilato de metilo

(28.7 g, 82.73 mmol) obtenido en el Ejemplo de Preparacidédn 1,
acido (35,4R)-1-(ter-butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-
carboxilico (24.5 g, 86.87 mmol) obtenido en el Ejemplo de
Preparacidén 2, clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil) -3-
etilcarbodiimida (22.2 g, 115.83 mmol), e hidrato de 1-
hidroxibenzotriazol (15.7 g, 115.83 mmol) se disolvieron en
N, N’ -dimetilformamida (400 ml), y se adicioné lentamente N,N'-
diisopropiletilamina (72.0 ml, 413.66 mmol). Después de la
agitacidédn a temperatura ambiente durante 16 horas, el solvente
de reaccidén se concentrdé bajo presidén reducida, luego se
adiciondé una solucidén de hidréxido de sodio acuoso 0.5 N, y la
extraccién se realizdé6 dos veces con acetato de etilo.
La capa organica se lavé dos veces con una solucidén de
cloruro de sodio acuosa y agua, se secd sobre sulfato
de magnesio anhidro y se filtré. E1 filtrado se concentrd
bajo presién reducida y se purificdé mediante cromatografia
en columna para obtener el compuesto del titulo (41.19 g,
87%) .
MS [M+H] = 575 (M+1)

Etapa B: Preparacidén de &cido (25,4S5)-1-((3S,4R)-1-

(ter-butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-carbonil)-4- (N-
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((1s,4R) -4-metilciclohexil)isobutiramido)pirrolidin-2-

carboxilico

(25,48)-1-((3S5,4R)-1-(ter-Butil)-4-(4-clorofenil) -
pirrolidin-3-carbonil)-4-(N-((1ls,4R)-4-metilciclohexil) -
isobutiramido)pirrolidin-2-carboxilato de metilo (39.4 g, 68.62
mmol) obtenido en la Etapa A se disolvid en metanol (450 ml), vy
se adiciondé una solucidédn de hidrdéxido de sodio acuoso 6N (57.2
ml, 343.09 mmol). Después de la agitacidédn a temperatura
ambiente durante 16 horas y ajustar el pH a aproximadamente 5
con una solucidén de &cido clorhidrico acuoso 6N, la solucidén de
reaccidén se concentrdé bajo presién reducida. E1 concentrado
se disolvidé en diclorometano, vy luego el sdélido insoluble
se filtrdé con un filtro de papel. E1 filtrado se concentrd

bajo presién reducida para dar el producto crudo (38.4 g,

99%), que se utilizéd en la siguiente etapa sin
purificacién.
MS [M+H] = 561 (M+1)

Etapa C: Preparacidén de N-((35,58)-1-((3S,4R)-1-(ter-

butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-carbonil)-5- (morfolin-4-

carbonil)pirrolidin-3-il)-N-((ls,4R)-4-metilciclohexil) -

isobutiramida

Acido (25,48)-1-((35,4R)-1- (ter-butil)-4- (4-cloro-
fenil)pirrolidin-3-carbonil)-4-(N-((1ls,4R)-4-metilciclohexil) -
isobutiramido)pirrolidin-2-carboxilico (38.4 g, 68.60 mmol)

obtenido en la Etapa B, se adicionaron lentamente %
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secuencialmente clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-
etilcarbodiimida (18.4 g, 96.04 mmol), e hidrato de l-hidroxi-
benzotriazol (13.0 g, 96.04 mmol) en N,N'-dimetilformamida (200
ml), vy morfolina (5.9 ml, 68.80 mmol) y se adicionaron
lentamente y secuencialmente N,N'-diisopropiletilamina (59.7
ml, 343.02 mmol). Después de la agitacidén a temperatura
ambiente durante 16 horas, la solucidén de reaccidn se concentrd
bajo presidén reducida, se adiciond una solucidén de hidrdéxido de
sodio acuoso 0.5 N, y la extraccidédn se realizd dos veces con
acetato de etilo. La capa organica se lavdé dos veces con una
solucién de cloruro de sodio acuosa y agua, se secd sobre
sulfato de magnesio anhidro vy se filtré. E1 filtrado se
concentrd bajo presidédn reducida vy se purificdé mediante
cromatografia en columna para obtener el compuesto del titulo
(37.05 g, 86%).
MS [M+H] = 630 (M+1)

Etapa D: Preparacidén de clorhidrato de N-((3S,55)-1-

((35,4R) -1-(ter-butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-carbonil) -

5-(morfolin-4-carbonil)pirrolidin-3-11)-N-((1ls,4R)-4-metil-

ciclohexil)isobutiramida

N-((35,58)-1-((35,4R)-1-(ter-Butil)-4-(4-clorofenil) -
pirrolidin-3-carbonil)-5- (morfolin-4-carbonil)pirrolidin-3-il) -
N-((ls,4R)-4-metilciclohexil)isobutiramida (5.0 g, 7.95 mmol)
obtenida en la Etapa C se disolvid en acetato de etilo (50 ml),

y se adiciondé lentamente una solucidn de acetato de etilo de
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dcido <clorhidrico 2N (3.97 ml, 15.89 mmol). Después de la
agitacién a temperatura ambiente durante 30 minutos, el
solvente de reaccidén se concentrd bajo presidn reducida. EI
sb6lido crudo resultante se purificdé mediante trituracidn
utilizando hexano y éter dietilico para obtener el compuesto
del titulo (5.23 g, 99%).

MS [M+H] = 630 (M+1)

lH NMR (500 MHz, CD3OD) & 7.49-7.44 (m, 4H),
4.83 (m, 1H), 4.23-4.20 (m, 1H), 3.95-3.91 (m, 2H),
3.79-3.47 (m, 14H), 3.03-3.00 (m, 1H), 2.86-2.82 (m, 1H),
2.73-2.67 (m, 1H), 2.20-2.14 (m, 1H), 1.97 (m, 1H), 1.80-
1.2 (m, 5H), 1.50 (s, 9H), 1.44-1.27 (m, 3H), 1.06-1.04
(m, 9H)

Ejemplo 2: Preparacién de clorhidrato de N-((35,58)-1-((3S,4R)-

1-(ter-butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-carbonil) -5-

(morfolin-4-carbonil)pirrolidin-3-il)-N-((1ls,4R)-4-metil-

ciclohexil)propionamida

O rﬁ\o

>LN\_//\1)\N®

HCI

O

gt

E1l compuesto del titulo se obtuvo a través de las

Etapas A, B, C y D.
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Etapa A: Preparacidédn de (25,48)-1-((3S5,4R)-1-(ter-

butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-carbonil)-4-(N-((1ls,4R)-4-

metilciclohexil)propionamido)pirrolidin—2—carboxilato de metilo

El compuesto del titulo (0.45 g, 35%) se obtuvo de la

misma manera como en la Etapa A del Ejemplo 1 al wutilizar
clorhidrato de (25,48)-4-(N-((1ls,4R)-4-metilciclohexil) -
propionamido)pirrolidin-2-carboxilato de metilo (0.76 g, 2.28
mmol) obtenido en el Ejemplo de Preparacidén 3 y acido (35,4R)-
1-(ter-butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-carboxilico (0.64 g,
2.28 mmol) obtenido en el Ejemplo de Preparacidn 2.

MS [M+H] = 560.4 (M+1)

lH NMR (400 MHz, CD3OD) & 7.39-7.30 (m, 4H), 4.45 (m,
1H), 4.04 (m, 1H), 3.71 (s, 3H), 3.65-3.35 (m, 6H), 3.13 (m,
2H), 2.99 (m, 1H), 2.71 (m, 1H), 2.34 (g, 2H), 2.20 (m, 1H),
1.92 (m, 1H), 1.75-1.55 (m, ©6H), 1.42 (m, 2H), 1.22 (m, 9H),
1.03 (m, 6H)

Etapa B: Preparacidén de &acido (25,4S5)-1-((3S,4R)-1-

(ter-butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-carbonil)-4- (N-

((1s,4R) -4-metilciclohexil)propionamido)pirrolidin-2-

carboxilico
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El compuesto del titulo (0.44 g, 99%) se obtuvo de la
misma manera como en la Etapa B del Ejemplo 1 al wutilizar
(25,48)-1-((3S,4R)-1-(ter-butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-
carbonil)-4-(N-((ls,4R)-4-metilciclohexil)propionamido) -
pirrolidin-2-carboxilato de metilo (0.45 g, 0.80 mmol) obtenido
en la Etapa A.

MS [M+H] = 546.4 (M+1)

Etapa C: Preparacién de N-((35,58)-1-((3S,4R)-1-(ter-

butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-carbonil)-5- (morfolin-4-

carbonil)pirrolidin-3-il)-N-((1ls,4R)-4-metilciclohexil) -

propionamida

e

*Q*@
Yol

El compuesto del titulo (0.28 g, 53%) se obtuvo de la
misma manera como en la Etapa C del Ejemplo 1 al utilizar acido

(25,48)-1-((3S,4R)-1-(ter-butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-
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carbonil)-4-(N-((ls,4R)-4-metilciclohexil)propionamido) -
pirrolidin-2-carboxilico (0.44 g, 0.80 mmol) obtenido en 1la
Etapa B.

MS [M+H] = 615.5 (M+1)

'H NMR (400 MHz, CD3OD) 6 7.36 (m, 4H), 4.79 (m, 1H),
4.18 (m, 1H), 3.80-3.40 (m, 15H), 3.20 (m, 1H), 3.03 (m, 1H),
2.70 (m, 1H), 2.33 (g9, 2H), 2.15 (m, 1H), 1.93 (m, 1H), 1.71-
1.56 (m, 6H), 1.40-1.20 (m, 11H), 1.00 (m, 6H)

Etapa D: Preparacién de clorhidrato de N-((35,55)-1-

((35,4R) -1-(ter-butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-carbonil) -

5-(morfolin-4-carbonil)pirrolidin-3-il)-N-((1ls,4R)-4-

metilciclohexil)propionamida

HCQQ.W

El compuesto del titulo (0.08 g, 94%) se obtuvo de la
misma manera como en la Etapa D del Ejemplo 1 al utilizar N-
((35,558)-1-((35,4R)-1-(ter-butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-
carbonil)-5- (morfolin-4-carbonil)pirrolidin-3-il)-N-((1ls,4R)-4-
metilciclohexil)propionamida (0.08 g, 0.13 mmol) obtenido en la

Etapa C.

MS [M+H] = 615.5 (M+1)
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IH NMR (400 MHz, CDsOD) &
4.20 (m, 1H), 4.06-3.40 (m, 15H),
2.33 (m, 2H), 2.15 (m, 1H), 1.93
1.47 (s, 9H), 1.50-1.25 (m, 4H), 1.

7.43 (m, 4H), 4.82 (t, 1lH),
2.97 (m, 1H), 2.69 (m, 1H),
(m, 1H), 1.80-1.53 (m, 5H),
01 (m, 6H)

Ejemplo 3: Preparacién de clorhidrato de N-((35,58)-1-((3S,4R)-

l1-(ter-butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-carbonil) -5-

(morfolin-4-carbonil)pirrolidin-3-il)-N-((1ls,4R)-4-metilciclo-

hexil)pivalamida

AT

>LQ_)LQ
3 (4

El compuesto del titulo se obtuvo a través de la
Etapa A, B, C y D.

Etapa A: Preparacidén de (25,45)-1-((3S,4R)-1-(ter-
butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-carbonil)-4-(N-((1ls,4R)-4-

metilciclohexil)pivalamido)pirrolidin-2-carboxilato de metilo

*Q*Q

ets

El compuesto del titulo

se obtuvo de la

(0.70 g, 66%)
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misma manera como en la Etapa A del Ejemplo 1 al wutilizar
clorhidrato de (25,4S8)-4-(N-((ls,4R)-4-metilciclohexil) -
pivalamido)pirrolidin-2-carboxilato de metilo (0.65 g, 1.8
mmol) obtenido en el Ejemplo de Preparacidén 4 y acido (35,4R)-
1-(ter-butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-carboxilico (0.50 g,
1.8 mmol) obtenido en el Ejemplo de Preparacidén 2.

MS [M+H] = 588.5 (M+1)

lH NMR (400 MHz, CD3OD) o 7.40-7.30 (m, 4H), 4.49 (m,
1H), 4.00-3.50 (m, 4H), 3.71 (s, 3H), 3.40 (m, 3H), 3.20-3.05
(m, 2H), 3.00 (m, 1H), 2.70 (m, 1H), 2.27 (m, 1H), 1.90 (m,
1H), 1.73-1.60 (m, 6H), 1.60-1.35 (m, 2H), 1.25-1.17 (m, 18H),
1.01 (m, 3H)

Etapa B: Preparacidén de &cido (25,4S5)-1-((3S,4R)-1-

(ter-butil) -4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-carbonil)-4-(N-((1ls,

4R) -4-metilciclohexil)pivalamido)pirrolidin-2-carboxilico

Oy, -OH

gegial)

El compuesto del titulo (0.10 g, 99%) se obtuvo de la
misma manera como en la Etapa B del Ejemplo 1 al utilizar
(25,48)-1-((3S,4R)-1-(ter-butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-

carbonil)-4-(N-((ls,4R)-4-metilciclohexil)pivalamido) -
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pirrolidin-2-carboxilato de metilo (0.10 g, 0.18 mmol) obtenido
en la Etapa A.
MS [M+H] = 574.4 (M+1)

Etapa C: Preparacién de N-((3S5,58)-1-((3S5,4R)-1-(ter-

butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-carbonil)-5- (morfolin-4-

carbonil)pirrolidin-3-il)-N-((1ls,4R)-4-metilciclohexil) -

pivalamida

TP e
NQ)LNQ

: =

7P

El compuesto del titulo (0.020 g, 17%) se obtuvo de

O

la misma manera como en la Etapa C del Ejemplo 1 al utilizar
acido (25,45)-1-((3S5,4R)-1-(ter-butil)-4-(4-clorofenil) -
pirrolidin-3-carbonil)-4-(N-((1ls,4R)-4-metilciclohexil) -
pivalamido)pirrolidin-2-carboxilico (0.10 g, 0.18 mmol)
obtenido en la Etapa B.

MS [M+H] = 643.5 (M+1)

H NMR (400 MHz, CD3OD) o 7.40-7.30 (m, 4H), 4.79 (m,
1H), 4.17 (m, 1H), 3.80-3.40 (m, 15H), 3.10 (m, 1H), 2.96 (m,
1H), 2.71 (m, 1H), 2.15 (m, 1H), 1.90 (m, 1H), 1.80-1.35 (m,
8H), 1.21-1.15 (m, 18H), 1.02 (m, 3H)

Etapa D: Preparacién de clorhidrato de N-((3S5,55)-1-
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((35,4R) -1-(ter-butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-carbonil) -

5-(morfolin-4-carbonil)pirrolidin-3-il)-N-((1ls,4R)-4-

metilciclohexil)pivalamida

S

*:#Q

3 3%

El compuesto del titulo (0.29 g, 83%) se obtuvo de la

misma manera como en la Etapa D del Ejemplo 1 al utilizar N-
((35,58)-1-((35,4R)-1-(ter-butil)-4-(4-clorofenil)pirrolidin-3-
carbonil)-5- (morfolin-4-carbonil)pirrolidin-3-il)-N-((1ls,4R)-4-
metilciclohexil)pivalamida (0.33 g, 0.51 mmol) obtenida en la
Etapa C.

MS [M+H] = 643.5 (M+1)

'H NMR (400 MHz, CD3OD) 6 7.41 (m, 4H), 4.80 (m, 1H),
4.13 (m, 1H), 3.90 (m, 2H), 3.80-3.40 (m, 13H), 2.94 (m, 1H),
2.3 (m, 1H), 2.11 (m, 1H), 1.93 (m, 1H), 1.75 (m, 2H), 1.60
(m, 4H), 1.46 (s, 9H), 1.15 (s, 9H), 1.45-1.30 (m, 3H), 1.01
(m, 3H)

Ejemplo Comparativo 1: Preparacién de clorhidrato de N-

((35,58)-1-((3S,4R) -1-(ter-butil)-4-(2,4-difluorofenil) -

pirrolidin-3-carbonil) -5- (morfolin-4-carbonil)pirrolidin-3-il) -

N-(4,4-dimetilciclohexil)acetamida (A95)
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El compuesto A95 de la Publicacidén Internacional No.
WO 2008/007930 se obtuvo por el mismo método como es descrito
en la misma

Ejemplo Comparativo 2: Preparacién de clorhidrato de N-

((3S,58)-1-((3S,4R)-1- (ter-butil) -4- (4-clorofenil)pirrolidin-3-

carbonil) -5- (morfolin-4-carbonil)pirrolidin-3-il)-N-(4,4-

dimetilciclohexil)acetamida (A96)

El compuesto A96 de la Publicacidén Internacional No.
WO 2008/007930 se obtuvo por el mismo método como es descrito
en la misma

Ejemplo Experimental 1: Ensayo de Luciferasa

Para medir la habilidad agonista contra MC4R
(receptor de melanocortina-4), se establecidé una linea celular

que expresa permanentemente el gen luciferasa (CRE-LUC) bajo el



10

15

20

25

41

control de MC4R y CRE (elemento de respuesta de cAMP). Después
se prepard un vector de expresidn de célula de mamifero (pCDNA3
(Neo) ) (Invitrogen) que contiene el gen MC4R, 1las lineas
celulares de rifibn embridénico humano (HEK) se transformaron al
utilizar Lipofectamine 2000 (Invitrogen) Jjunto con un vector
(pCRE-Luc) (Stratagen) qgue expresa un gen luciferasa (CRE-LUC)
bajo el control de un elemento de respuesta de cAMP (CRE). Las
lineas celulares transformadas (HEK MC4R-Luc) se i1incubaron en
una incubadora a 37°C en la presencia de CO, al 5% durante 24
horas al utilizar el Medio Eagles Modificado de Dulbecco (DMEM)
que contiene Suero Bovino Fetal Inactivado con Calor al 10%
(GIBCO/BRL) . Las lineas celulares se incubaron durante cuatro
dias en la presencia de Medio Eagles Modificado de Dulbecco
(DMEM) gque contiene 10 ml de medio de seleccidén (Suero Bovino
Fetal Inactivado con Calor al 10% (GIBCO/BRL), 100 unidades/ml
de penicilina (GIBCO/BRL), 100 unidades/ml de estreptomicina
(GIBCO/BRL), 800 ug/ml de Geneticina (G418) (GIBCO/BRL). E1
proceso para remover las células exterminadas por el medio de
seleccidén al reemplazar el medio con 10 ml de un nuevo medio de
seleccidén se repitid tres veces, una vez cada 4 dias. Las
colonias individuales formadas ©por los <clones finalmente
seleccionados y propagados se transfirieron bajo un microscopio
a una placa de cultivo celular de 24 cavidades que contiene 1
ml de medio de seleccidn por cavidad y se incubaron durante 4

dias. Forskolin (SIGMA) se tratd a una concentracidédn final de
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10 uM, y luego se incubdé durante cinco horas en una incubadora
a 37°C en la presencia de CO2 al 5%. Cada cavidad se tratdé con
50 pl de un reactivo de luciferasa Bright-Glo (Promega) y se
dejdé a temperatura ambiente durante 15 minutos, y luego la
luminiscencia de cada cavidad se midié al utilizar un
lumindémetro (Victor). Los clones que exhiben luminiscencia de
100 veces o mas del valor basico mediante el tratamiento con
Forskolin se seleccionaron y se utilizaron para medir la
habilidad del agonista MC4R de cada compuesto.

Las células HEK MC4R-Luc se adicionaron a cada
cavidad de una placa de cultivo celular de lumindémetro de 96
cavidades (Costar) a un tamafio de 2.5 x 10% células en 100 ul
de un medio de cultivo y luego se incubaron en una incubadora a
37°C en la presencia de COz al 6% durante 18 horas. El agonista
MCR diluido en cada concentracidén de la etapa al utilizar el
medio de cultivo anterior se tratd de modo gque la concentracidn
de DMSO final no excedidé 1%, y luego se incubdé durante cinco
horas en una incubadora a 37°C en la presencia de COz al 6%.
Cada cavidad se tratd con 50 upl de un reactivo de luciferasa
Bright-Glo (Promega) y se dejdé a temperatura ambiente durante
cinco minutos, y luego la luminiscencia de cada cavidad se
midié al wutilizar wun lumindémetro (Victor). La cantidad de
luminiscencia inducida ©por el agonista diluido en cada
concentracién de la etapa se convirtidé en un % de wvalor

relativo con respecto a la cantidad exhibida por un tratamiento
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de NDP-o-MSH 10 uM. ECo.s MSH se expresa como una concentraciodn
que induce 50% de la cantidad méxima de luminiscencia que se
puede inducir por NDP-o-MSH, vy ECspo se expresa como una
concentracién que induce 50% de la cantidad méxima de
luminiscencia que se puede inducir por cada agonista. Las
mediciones se midieron wutilizando el software estadistico
(Prizm) .

La Tabla 1 muestra los resultados para medir la

habilidad agonista de MC4R de cada compuesto obtenido por 1los

experimentos anteriores en las unidades ECsp (nM).

[Tabla 1]

Ensayo de luciferasa, EC50 (nM)
Compuesto MC4R
Ejemplo 1 0.562
Ejemplo 2 1.073
Ejemplo 3 0.675
Ejemplo Comparativo 1 (A95) 17.45
Ejemplo Comparativo 2 (A96) 5.479

Como se muestra en la Tabla 1, se confirmdé que, entre
los receptores de melanocortina bien conocidos in wvivo, con
respecto al receptor de melanocortina-4 (MC4R) involucrado en
el metabolismo de energia y control de peso 1in vivo, 1los
compuestos de los ejemplos tienen méds excelente actividad

agonista MC4R que los compuestos de los ejemplos comparativos



10

15

20

25

44

(A95 y A96).

Ejemplo Experimental 2: Ensayo de cAMP

El receptor de melanocortina es un tipo de receptor
acoplado a la proteina G (GPCR), vy la funcidén principal de la
proteina G es activar los transductores secundarios para
regular las respuestas celulares a mucho estimulos fisioldgicos
a través de 1la transduccidén de sefial. MC4R es un receptor
acoplado a Gs, y se conoce que si MC4R interactiia con un
agonista, se activa adenilato ciclasa (AC) para incrementar la
concentracién de AMP <ciclico (cAMP), dque es uno de 1los
transductores secundarios en las células. Por lo tanto, es
posible evaluar la actividad de los receptores de melanocortina
al medir la generacidn de seflales de cAMP.

Después de que se establecieron las lineas celulares
acopladas a Gs Hunter cAMP (linea celular CHO-K1l) en las cuales
cada uno de MCI1R, MC3R, MC4R y MC5R se sobre-expresd de modo
que el incremento en el nivel de cAMP en las células debido a
la reaccidédn agonista fue medible, las células se inocularon en
cada cavidad de una placa de cultivo celular Dblanca vy se
incubaron durante 24 horas en una incubadora a 37°C en la
presencia de CO2 al 5%. Después de la incubacidn, el medio se
removidé, y 15 upl de un reactivo 2:1 de HBBS/HEPES 10mM:cAMP
XS+Ab se adiciondé. Después 5 pl de la muestra diluida 4 veces
con amortiguador se adiciond, la concentracidén del vehiculo se

establecidé a 1%, y el compuesto agonista MC4R diluido en cada
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concentracidén de la etapa se adiciond, seguido por la reaccidn
a 37°C durante 30 minutos. La actividad (%) de cada compuesto
agonista se expresa como 100% x (valor RLU promedio de muestra-
valor RLU promedio de control de vehiculo) / (valor RLU
promedio de control max- valor RLU promedio de control de
vehiculo), y el valor se analizdé mediante el sitio de analisis
de datos CBIS (ChemInnovation, CA).

La Tabla 2 muestra los resultados de medir la
habilidad agonista de los receptores de melanocortina de 1los
compuestos obtenidos por los experimentos anteriores en las

unidades ECsp (nM) .

[Tabla 2]

Ensayo cAMP, ECso (nM)

Compuesto MC4R
Ejemplo 1 36.5
Ejemplo 2 50.3
Ejemplo 3 22.7
Ejemplo Comparativo 1 (A95) 335.3
Ejemplo Comparativo 2 (A96) 150.0

Como se muestra en la Tabla 2, se confirmdé que, entre
los receptores de melanocortina bien conocidos in wvivo, con
respecto al receptor de melanocortina-4 (MC4R) involucrado en
el metabolismo de energia y control de peso 1in vivo, 1los

compuestos de los ejemplos tienen més excelente habilidad
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agonista del receptor que los compuestos de los ejemplos
comparativos (AS5 y A96).

Ejemplo Experimental 3: Ensayo de P-arrestina

El receptor de melanocortina es un tipo de receptor
acoplado a la proteina G (GPCR) vy regula varias respuestas
fisioldgicas al transducir sefiales de muchos neurotransmisores.
Cuando GPCR es fosforilado, la PR-arrestina se enlaza a la parte
fosforilada del receptor y desempefia una funcidén importante en
activar varias rutas de sefilalizacidédn en las células a través de
la interaccidén con otras proteinas. Se conoce que, cuando el
receptor de melanocortina interactlia con un agonista, la p-
arrestina se moviliza y se involucra en la ruta de seflalizacidn
mediada ©por p-arrestina. Por lo tanto, la actividad del
receptor de melanocortina se puede evaluar a través de la
medicidén de B-arrestina.

Se establecidé wuna linea <celular de p-arrestina
Pathhunter eXpress (linea celular U20S) en la cual MC1R, MC3R,
MC4R, MC5R etiquetados con Prolink (PK) y P-arrestina
etiquetada con aceptor de Enzima (EA) se expresaron
conjuntamente. Cuando la porcién MCR-PK de esta linea celular
se activa, P-arrestina-EA se moviliza, y el aceptor de enzima
(EA) y Prolink (PK), gque son los fragmentos de enzima B-
galactosidasa, interacttan. La enzima activada hidroliza el
substrato mediante la actividad de Pf-galactosidasa ©para

producir una sefial quimioluminiscente, de modo que la actividad
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se puede medir. Después de que se incubd la linea celular de pB-
arrestina Pathhunter eXpress (linea celular U20S), las células
se inocularon en cada cavidad de la placa de cultivo celular y
se 1incubaron durante 48 horas en una incubadora a 37°C en la
presencia de CO2 al 5%. Después de la incubacidén, 5 pl de 1la
muestra diluida 5 veces con amortiguador se adiciond, 1la
concentracién de vehiculo se establecidé a 1%, y el compuesto
agonista MC4R diluido en cada concentracidén de la etapa se
adiciond, sequido por la reaccidn a 37°C durante 90 minutos. La
actividad (%) de cada compuesto agonista se expresa como 100% x
(valor RLU promedio de muestra - valor RLU promedio de control
de vehiculo) / (valor méximo promedio de ligando de control -
valor RLU promedio de control de wvehiculo), vy el wvalor se
analizé6 mediante el sitio de andlisis de datos CBIS
(ChemInnovation, CA).

La Tabla 3 muestra 1los resultados de medir la
habilidad de la actividad del receptor de melanocortina de cada
compuesto obtenido por los experimentos anteriores en las
unidades ECso (nM) .

[Tabla 3]

Ensayo de B-arrestina, ECso (nM)

Compuesto MC4R

Ejemplo 1 4.6

Ejemplo 2 8.7
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Ejemplo 3 3.3
Ejemplo Comparativo 1 (A95) 176.4
Ejemplo Comparativo 2 (A96) 44.3

Como se muestra en la Tabla 3, se confirmbé que, entre
los receptores de melanocortina bien conocidos in wvivo, con
respecto al receptor de melanocortina-4 (MC4R) involucrado en
el metabolismo de energia y control de peso in vivo, 1los
compuestos de los ejemplos tienen méds excelente habilidad
agonista del receptor que los compuestos de los ejemplos
comparativos (AS5 y A96).

Ejemplo Experimental 4: Afinidad de Enlace

Cinco subtipos de receptor de melanocortina (MCR) in
vivo son conocidos, y se conoce que MC4R, que es el Subtipo 4,
estd involucrado en el metabolismo de energia y control de
peso. Puesto que otros subtipos MCR estédn involucrados en la
regulacién de varias funciones in vivo tales como pigmentacidn
de la piel, homeostasis de energia vy funciones exocrinas,
asegurando la selectividad para MC4R de los compuestos
agonistas MC4R es muy importante en prevenir posibles efectos
secundarios en el futuro. Por lo tanto, las habilidades de
enlace de receptor de los agonistas MC4R para cada subtipo MCR
se midieron.

Después de que se establecieron la linea celular CHO-

K1 que expresa MCIlR recombinante humano y las lineas celulares
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HEK-293 que expresan MC3R, MC4R vy MC5R, las membranas se
recolectaron de cada linea celular. En una placa de cultivo
celular de 96 cavidades, 3 ug de membrana MCIR y 125I-NDP-a-MSH
0.04 nM por cavidad se hicieron reaccionar a 37°C durante dos
horas. 3 pg de membrana MC3R y MC5R y 125I-NDP-o-MSH 0.035 nM se
hicieron reaccionar a 37°C durante una hora, vy 3.12 ug de
membrana MC4R y 125T-NDP-o-MSH 0.02 nM se hicieron reaccionar a
37°C durante dos horas. En este tiempo, amortiguador de
adsorcién HEPES-KOH 25 mM (pH 7.0) que contiene agonista MCR
diluido en cada concentracidén de la etapa se adiciondé a cada
cavidad y se hizo reaccionar. La solucidén reaccionada se
transfirié a un filtro y se lavdé con un amortiguador de
adsorcidén, y luego se mididé la radioactividad. E1 wvalor que
excluye la cantidad de enlace no especifica en la presencia de
1 sM (MCIR) y 3 uM (MC3R, MC4R, MC5R) de NDP-a-MSH de cada
cantidad de enlace total se utilizdé como cantidades de enlace
especificas de 125I-NDP-o-MSH. Se mididé el grado al cual el
enlace especifico de 25I-NDP-a-MSH se inhibidé por al agonista
diluido en cada concentracidén de la etapa. IC50 se expresd como
la concentracién de <cada agonista que inhibié el enlace
especifico de 50% de 125I-NDP-a-MSH.

La Tabla 4 muestra los resultados para medir el
enlace de los receptores de melanocortina de los compuestos
obtenidos por el experimento anterior en las unidades Ki (nM).

[Tabla 4]
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Afinidad de enlace, Ki (nM)

Compuesto MC4R
Ejemplo 1 65
Ejemplo 2 110
Ejemplo 3 24
Ejemplo Comparativo 1 (A95) 1400
Ejemplo Comparativo 2 (A96) 360

Como se muestra en la Tabla 4, se confirmdé que, entre
los receptores de melanocortina bien conocidos in wvivo, con
respecto al receptor de melanocortina-4 (MC4R) involucrado en
el metabolismo de energia y control de peso 1in vivo, 1los
compuestos de los ejemplos tienen mas excelente habilidad de
enlace de receptor gque los compuestos de los ejemplos
comparativos (AS5 y A96).

Ejemplo Experimental 5: Farmacocinética y metabolismo de

farmaco

Ejemplo Experimental 5-1: Perfil farmacocinético

Para investigar las propiedades farmacocinéticas (PK)
del compuesto del Ejemplo 1 y los compuestos de los ejemplos
comparativos, se realizd el siguiente experimento.

Para realizar la prueba PK para el compuesto del
Ejemplo 1 y los compuestos de los ejemplos comparativos (A95 vy
A96), se prepararon ratones C57BL6 de aproximadamente 7 semanas

de edad, 12 individuos se asignaron por sustancia administrada,
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separados en grupos, y hambrientos para administracién oral. En
el dia de la administracidén, una solucidén de farmaco se prepard
a una concentracién de 1 mg/mL al utilizar agua destilada (DW)
como un vehiculo y se administré oralmente a 1 mL por kg de
peso corporal de cada individuo, y la dosis final fue 10 mg/kg.
En 1, 3, 8 vy 24 horas después de la administracidén, se
recolectd sangre entera a través de la recoleccidn de sangre
cardiaca de cada uno de los 3 individuos en cada grupo y luego
se colocd en un tubo de heparina para prevenir la coagulaciédn.
Después, el cerebro de cada individuo se recolectd y se colocd
en un tubo EP, el peso del tejido se mididé, y el almacenamiento
congelado se realizd a -20°C.

En el dia del anadlisis, DDW de 4 veces el volumen del
peso de tejido se adiciondé a cada tubo de tejido y se
homogenizd, y el plasma almacenado se descongeld a temperatura
ambiente. Como con el plasma, 50 pL de homogenado de tejido se
tomdé y se transfiridé a un tubo separado, y luego 200 uL de
acetonitrilo (AN), que es 4 veces el volumen de la muestra en
total, se adiciondé a cada tubo del plasma y homogenado de
tejido para realizar la desproteinizacidén. En este caso, AN
incluydé un estandar interno. Para preparar una curva de
calibracién, una solucidn de AN (con Estadndar Interno) con
concentraciones conocidas de 0.1, 0.5, 5, 50 y 500 ng/mL se
prepard, y la desproteinizacidén se realizd con un volumen de 4

veces como en lo anterior en plasma objetivo de cada uno del



10

15

20

52

plasma y el cerebro. De esta manera, las curvas de calibraciédn
final de 0.4 a 2,000 ng/mL para el plasma y 1, 5, 50, 500, vy
5,000 ng/mL para el cerebro se prepararon. Después de que 0.5
uL del sobrenadante obtenido después de la desproteinizacidn se
inyecté en LC-MS/MS, las A&reas pico de los compuestos del
ejemplo y los ejemplos comparativos (A95 y A96) se corrigieron
con las &reas pico de IS para obtener la respuesta pico en cada
punto de recoleccidén de muestra y realizar la conversidén de la
concentracidédn por una curva de calibracién.

Los parametros farmacocinéticos (Cmax, AUCinfg, tTi/2, ¥
los similares) se calcularon por un método de andlisis no
compartimental al utilizar WinNonlin 8.1 para los valores de la
concentracién en sangre con el tiempo para cada grupo de
administracién.

Las caracteristicas farmacocinéticas de cada
compuesto se compararon al comparar la exposicidn, cambios de
vida media, y los similares para cada grupo de administracién
de farmaco, y los valores resultantes se muestran en las Tablas
5 yv 6. Ademds, los valores de resultado de acuerdo con la
relacién de la exposicidén al cerebro a la exposicidén de sangre
se muestran en la Tabla 7.

[Tabla 5]

Plasma

Paradmetros

Ejemplo 1 Ejemplo Comparativo Ejemplo
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1 (A95) Comparativo 2
(A96)
Crax (ng/ml) 232.3 205.0 337.1
AUCinf
2067.0 564.6 1654.5
(ng -hr/mL)
ti/2 (hr) 3.9 2.7 2.6
[Tabla ©]
Cerebro
Ejemplo
Parédmetros Ejemplo Comparativo
Ejemplo 1 Comparativo 2
1 (A95)
(A96)
Cmax (ng/ml) 49.1 20 27.1
AUCjint 1495.3 222.1 529.6
(ng *hr/mL)
ti/2 (hr) 19.0 6.0 8.0
[Tabla 7]
Relacién AUC de Cerebro a Plasma
Ejemplo 1 Ejemplo Ejemplo
Comparativo 1 Comparativo 2
Parametros
(A95) (A96)
Relacién media
Valor 0.72 0.39 0.32

A partir de los resultados anteriores,

la exposicién

de cada compuesto se confirmdé en el cuerpo completo y en el
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cerebro en el orden del compuesto del Ejemplo 1, el compuesto
del Ejemplo Comparativo 2 (A96) vy el compuesto del Ejemplo
Comparativo 1 (A95). La vida media de pérdida en el cerebro
durante el periodo de observacidédn es mas alta que el valor
observado en la sangre, y se asume que esto significa
persistencia efectiva de una serie de sustancias en el sitio de
expresién de eficacia. Ademéds, se confirmdé que, cuando cada
compuesto se administré por la misma dosis, el compuesto del
ejemplo tuvo la exposicidén absoluta mucho méds excelente vy
persistencia en el cerebro. Ademds, se confirmdé que la relacidn
de la exposicién del cerebro a la exposicidén de la sangre del
compuesto del Ejemplo 1 también fue la mas excelente comparado
con los compuestos de los ejemplos comparativos (A95 y A96).

Ademéds de estos resultados, cuando la actividad in
vitro de cada compuesto y la persistencia del farmaco se
consideraron comprensivamente, la mejor eficacia fue capaz de
ser esperada del compuesto del Ejemplo 1 en comparacidén con los
compuestos de los ejemplos comparativos, cuando la misma dosis
se administrdé. Para lograr la eficacia de un nivel especifico,
una dosis mas baja se puede administrar, y por consiguiente, se
espera minimizar los efectos secundarios que resultan de la
exposicidédn sistémica.

Ejemplo Experimental 5-2: Inhibicién de CYP (%)

Para confirmar la interaccidédn del farmaco contra la

isozima CYP (citocromo P450), el siguiente experimento se
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realizd.

Para medir y comparar la habilidad inhibidora del

compuesto del Ejemplo 1 y el compuesto del Ejemplo Comparativo

2 (A96), se prepararon las enzimas recombinantes CYP1A2, 2C9,

2C19, 2D6 y 3A4. La siguiente Tabla 8 se refirid para el uso de

un substrato de sonda, control positivo, e isozima vy

condiciones de medicidén con respecto a la medicidén de 1la

habilidad inhibidora de cada sustancia.

[Tabla 8]
Isozima CYP 1a2 2C9 2C19 2D6 3a4
Substrato de
ER FCA BMC MMC 7BQ
sonda
(concentraciones 0.5 uM 50 uM 10 uM 25 uM
10 uM
finales) en en en en
en DMSO
acetonitrilo acetonitrilo metanol acetonitrilo
al 1%
al 1% al 1% al 1% al 1%
Control positivo Acido Ticlopi- Paroxe- Troleando-
Furafilina
tienilico dina tina micina
Concentracién
final positiva 0.01 0.1 0.0014 0.008 0.1
(mg/mL)
Longitud de onda
(nm) 530/590 409/508 409/460 409/485 409/530
:excitacién
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/emisién

La incubacién se realizd en una placa de 96 cavidades
(Costar, 3792-negro, fondo redondo), el sistema amortiguador
utilizado para el metabolismo fue amortiguador de fosfato de
potasio 50 mM y pH 7.4, y el volumen de reaccién final fue 250
uL. Las concentraciones finales del compuesto del Ejemplo 1, el
compuesto del Ejemplo Comparativo 2 (A96), vy el control

positivo en el amortiguador total fue 10 uM (metanol al 2%

(v/v)), % cada uno incluyd control negativo (metanol
unicamente, 2% (v/v)). E1 amortiguador enriquecido con el

compuesto experimental se mezcld con el mismo volumen de
solucidén prep de isozima CYP de modo que la concentracidédn final
fue 10 uM, seguido por pre-calentamiento durante 10 minutos en
un lector de placa de fluorescencia a 37°C. Cada solucidén NRS
en la cavidad (Sistema de Regeneracién NADPH: (-NADP 0.22 mM,
glucosa-6-fosfato 2.8 mM y 0.6 unidades/mL de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa) se adiciond, seguido por la pre-incubacidn
durante 30 minutos. Después, la reaccidn se inicidé al adicionar
el substrato a la cavidad sometida a la pre-incubacién y se
monitoredé en intervalos de un minuto en la longitud de onda de
medicidén para cada substrato durante 30 minutos. Los wvalores
medidos obtenidos del control positivo y el compuesto del
Ejemplo 1 se compararon con la intensidad de fluorescencia de

un control negativo (sin inhibicidén o compuesto) para confirmar




10

15

57

la habilidad inhibidora de cada compuesto contra la isozima. La

habilidad inhibidora (%) contra cada isozima cuando cada

compuesto se tratdé a 10 uM se muestra en la Tabla 9. La

actividad inhibidora (%) se expresd en base a los siguientes

criterios: A =< 50%, B => 50%.

La concentracién de tratamiento de 10 uM del

compuesto fue muy alta, y es un criterio conservador para

evaluar la habilidad inhibidora en base a tal concentracidén de
tratamiento y seleccionar un farmaco con una tasa inhibidora
menor que 50% como un candidato. Se puede considerar que es

menos probable que el farmaco candidato seleccionado en este

caso inhiba la isozima CYP.

[Tabla 9]
Inhibicién de CYP (%) a 10 pM
Isozima CYP 1A2 2C9 2C19 2D6 3a4
Ejemplo 1 A A A A A
Ejemplo Comparativo 2
A B A A A
(A96)

A partir de los resultados anteriores, cuando se

tratd en la misma concentracidédn, se confirmd que la habilidad

inhibidora del compuesto del Ejemplo 1 contra la isozima CYP

principal fue menor que o similar a aquella del compuesto (A96)

del Ejemplo Comparativo 2. Hay una preocupacidédn de que el

Compuesto (A96) del Ejemplo Comparativo 2 tuvo interaccidén de
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farmaco debido a la habilidad inhibidora muy alta contra
CYP2C9. CYP2C9 se conoce que estd involucrada en el metabolismo
de aproximadamente 10% de todos los farmacos comercialmente
disponibles y exhibe una funcidén principal en la pérdida de
eficacia de 1los féarmacos con una ventana terapéutica més
estrecha. Ademés, CYP2C9 es altamente significativo en tanto la
investigacidén como en aspectos clinicos ya que se ha reportado
polimorfismo dependiendo de cada individuo. Esto también se
puede conocer del hecho de que CYP2CY9 se presenta en la lista
de isozimas esenciales de las cuales el efecto inhibidor debe
ser verificado durante el desarrollo del farmaco en la guia de
interaccidédn de farmaco-farmaco (DDI) de la FDA.

En base a esto, se determina que cuando el compuesto
del Ejemplo 1 se administra, la interaccidén de farmaco causada
por la inhibicidén de CYP es menor gque aquella del compuesto
comparativo (A96).

Ejemplo Experimental 6: Farmacologia

El efecto farmacoldgico del agonista de receptor de
melanocortina-4 del compuesto de la presente invencidn se
evaludé en el siguiente modelo de obesidad.

Ejemplo Experimental 6-1: Modelo de obesidad de ratédn

inducido por dieta alta en grasa

El efecto de los agonistas del receptor de
melanocortina-4 en la obesidad se evaludé al utilizar el modelo

de obesidad de ratédn inducido con una dieta alta en grasa.
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Los ratones C57BL/6Ntacdnicos machos de cinco semanas
de edad se alimentaron con una dieta en grasa de 60 kcal%
(D12492, Dieta de Investigacidén) durante 15 semanas para
inducir obesidad. El compuesto del Ejemplo 1, los compuestos de
los ejemplos comparativos (A95 y A96), y sibutramina como un
control positivo se ©prepararon en agua destilada y se
administraron oralmente a modelos de obesidad de ratdén de 19
semanas de edad inducida por una dieta alta grasa una vez al
dia desde el dia 1 al dia 16. Del Dia 1 al Dia 16, el peso
corporal se mididé una vez al dia, la ingesta dietética se midid
cinco veces a la semana, y la 1ingesta de agua para beber se
mididé dos veces a la semana. La glucosa en sangre y hemoglobina
glicada se midieron en el Dia 15, y todos los animales se
sacrificaron en el Dia 17. La sangre se recolectd a través de
la wvena cava abdominal, vy el higado y 1los tejidos adiposos
epididimarios se removieron y se pesaron. La sangre recolectada
se colocd en un tubo de heparina y se centrifugd para separar
el plasma y luego se realizd el andlisis bioguimico de plasma.

La Tabla 10 muestra la diferencia en la tasa de
cambio de peso al vehiculo medido en el Dia 12 para cada dosis
de cada compuesto.

[Tabla 10]

Dia 12 10 mg/kg 30 mg/kg

Ejemplo 1 —9.4%% ~15.1%%*
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Ejemplo Comparativo 1 -4.8% -4.0%
Ejemplo Comparativo 2 -0.2% -7.1%
Sibutramina -6.8% NT (no probado)

(Diferencia en la tasa de cambio de peso al vehiculo)
Diferencia significativa de peso corporal entre el grupo de
control de vehiculo y el grupo tratado con el compuesto: *p <
0.05, **p < 0.01 (Promedio * SEM, Prueba t del Estudiante, no
emparejada, dos colas)

En estos modelos de obesidad de ratén,
particularmente, cuando solamente se administré el compuesto
del Ejemplo 1, se mostrd la pérdida de peso significativa.
Cuando el compuesto del Ejemplo 1 se administrd en dosis de 10
mg/kg y 30 mg/kg, se ocasiond -9.4% y -15.1% de inhibicidén de
ganancia de ©peso comparado <con el control de vehiculo
administrado de solvente, respectivamente, y se exhibid efecto
de pérdida de peso estadisticamente significativa comparado con
los compuestos de los ejemplos comparativos (A95 y A96).

Esto es causado por la habilidad superior del
agonista MC4R in vitro, exposicidn absoluta de cerebro superior
y persistencia, y excelente relacidén de exposicidn de cerebro
comparada con la exposicidén de sangre del compuesto del Ejemplo
1, comparado con los compuestos de los ejemplos comparativos,
y se considera que una diferencia significativa se puede

exhibir aun en bajas dosis.
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Ademéds, el compuesto del Ejemplo 1 exhibid resultados
superiores iguales a o mas altos en términos de eficacia
comparado con Sibutramina (Reductil), gque es un agente de
tratamiento de obesidad en la técnica relacionada, y de esta
manera se espera que exhiba eficacia de farmaco significativa

en la aplicacidén clinica actual.



