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DESCRIPCION

Moléculas hibridas de macrélidos con moléculas anti-inflamatorias esteroideas y no esteroideas.
Compendio de la invenciéon

La presente invencion se refiere (a) a nuevos compuestos representados por la estructura I:

1

en donde M representa una subunidad macrélida que posee la propiedad de acumularse en las células inflamatorias, V
representa un compuesto antiinflamatorio, ya sea una subunidad esteroidea o no esteroidea, y L representa un grupo
de enlace que enlaza covalentemente M y V, (b) a las sales y solvatos farmacolégicamente aceptables, (c) a procedi-
mientos e intermedios para la preparacion de tales compuestos, y (d) a su uso en el tratamiento de enfermedades y
estados inflamatorios en seres humanos y animales. Tales compuestos pueden actuar como profarmacos, transportando
el compuesto al interior de la célula diana y liberdndolo dentro de ella en concentracidon més alta de lo que cabria espe-
rar normalmente para el compuesto en solitario, o pueden ser activos en su forma hibrida, tal como se administran. Por
lo tanto, estos compuestos y sus usos mencionados anteriormente dan respuesta al problema técnico de incrementar la
eficacia y/o la eficiencia y/o disminuir los efectos secundarios de uno o més de los ingredientes activos mencionados
anteriormente, mediante su entrega en forma hibrida a las células diana o a las inmediaciones de las células diana.

Antecedentes de la invencion

Los medicamentos antiinflamatorios se podrian clasificar en esteroideos y no esteroideos. Los compuestos antiin-
flamatorios esteroideos siguen siendo los mas eficaces en el tratamiento de las enfermedades y los estados inflama-
torios, tales como: asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, enfermedades inflamatorias nasales tales como
rinitis alérgica, p6lipos nasales, enfermedades intestinales tales como enfermedad de Crohn, colitis, colitis ulcerosa,
inflamaciones dermatoldgicas tales como eczema, psoriasis, dermatitis alérgica, neurodermatitis, prurito, conjuntivitis,
enfermedades autoinmunitarias tales como artritis reumatoide, e inhibicién de la inmunidad en transplantes. Mds atin,
los esteroides se usan como agentes quimioterapéuticos auxiliares en el tratamiento de diversos tumores malignos, in-
cluyéndose las leucemias, los linfomas, los mielomas, y otros tumores malignos del sistema hematopoyético. Ademas
de su excelente potencia y eficacia, los medicamentos de este tipo también poseen numerosos efectos secundarios no
deseados, p. €j., sobre el metabolismo de los carbohidratos, la resorcién del calcio, la secrecién de corticosteroides
endégenos, asi como sobre las funciones fisioldgicas de la glandula pituitaria, la corteza suprarrenal y el timo. Los es-
teroides desarrollados recientemente son altamente eficaces contra los estados y procesos inflamatorios ya que inhiben
muchos mediadiores de la inflamacién, mientras que sus efectos secundarios sistémicos disminuyen. Las Solicitudes
de Patente WO 94/13690, WO 94/14834, WO 92/13873 y WO 92/13872 describen los denominados esteroides “blan-
dos” o corticosteroides hidrolizables destinados a aplicaciones topicas sobre el sitio de la inflamacién, mientras que
sus efectos secundarios sistémicos disminuyen debido a la inestabilidad de los esteroides “blandos” en suero, en donde
el esteroide activo se hidroliza muy rdpidamente convirtiéndose en la forma inactiva. Sin embargo, todavia no se ha
encontrado un esteroide ideal, sin efectos no deseados en un tratamiento continuo y de larga duracién, que es lo que
se necesita para el control de enfermedades tales como el asma o la enfermedad de Crohn. Asf, existe una necesidad
acuciante de esteroides con un perfil terapéutico mejorado, y/o con efectos secundarios menores en nimero o mas
débiles.

Los medicamentos antiinflamatorios no esteroideos que tienen diferentes mecanismos de accién actian sobre unos
mediadores particulares de la inflamacién, proporcionando asi un efecto terapéutico. Debido a diferencias no sélo en
los mecanismos de accion sino también en los mediadores particulares de la inflamacién que son inhibidos, los me-
dicamentos esteroideos y no esteroideos poseen diferentes perfiles de efectos antiinflamatorios, y de aqui que ciertos
medicamentos puedan ser mds adecuados que otros para determinados estados. Ademds, casi ninglin medicamento
antiinflamatorio es absolutamente especifico y su uso va acompafiado de efectos secundarios no deseados cuando se
usan en dosis mas altas o durante periodos de tiempo muy prolongados. Se sabe que muchos medicamentos antiinfla-
matorios no esteroideos actian como inhibidores de la enzima COX-1 endégena, que es una enzima muy importante
para mantener la integridad de la mucosa gastrica. Por ello, el uso de estos medicamentos suele producir lesiones en la
mucosa gastrica e incluso hemorragias (Warner T. D. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1999, 96, 7563-7568.) Por lo tanto,
los agentes que inhiben selectivamente COX-2 pero no COX-1 son preferibles para el tratamiento de las enfermedades
inflamatorias. Es mds, se sabe que algunos compuestos antiinflamatorios (tales como la teofilina) tienen un indice
terapéutico muy estrecho, lo que limita su uso.
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Recientemente, el farmaco antiinflamatorio no esteroideo celecoxib que bloquea especificamente COX-2 ha sido
autorizado por la FDA para uso en el tratamiento de artritis reumatoide (Luong et al. Ann. Pharmacother. 2000, 34,
743-760). COX-2 también se expresa en muchos canceres y lesiones precancerosas y existen muchas pruebas de que
los inhibidores selectivos de COX-2 pueden ser ttiles para tratar y prevenir cinceres colorrectales entre otros (Taketo,
M. M., J. Natl. Cancer Inst. 1998, 90, 1609-1620, Fournier et. al. J. Cell Biochem. Suppl. 2000, 34, 97-102).

En 1975, el TNF-a se definié como un factor del suero inducido por endotoxinas que provoca necrosis tumoral
in vitro e in vivo (Carswell E. A. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1975, 72, 3666-3670). Ademds de actividad
antitumoral, el TNF-a tiene otras varias actividades biologicas que son importantes en la homeostasis asi como en las
afecciones patofisioldgicas. Las fuentes principales de TNF-a son los monocitos-macréfagos, los linfocitos T y los
mastocitos.

El hallazgo de que los anticuerpos anti-TNF-a (cA2) son efectivos en el tratamiento de pacientes que padecen
artritis reumatoide (RA) (Elliot M. ef al. Lancet 1994, 344, 1105-1110) intensificé el interés por encontrar nuevos
agentes inhibidores de TNF-a como posibles medicamentos potentes para la RA. La artritis reumatoide es una enfer-
medad inflamatoria crénica autoinmunitaria caracterizada por cambios patolégicos irreversibles en las articulaciones.
Ademds de 1a RA, los agentes antagonistas del TNF-a también son aplicables a otras varias afecciones y enfermedades
patolégicas tales como espondilitis, osteoartritis, gota y otras afecciones artriticas, sepsis, choque séptico, sindrome de
choque téxico, dermatitis atdpica, dermatitis de contacto, psoriasis, glomerulonefritis, lupus eritematoso, escleroder-
mia, asma, caquexia, enfermedad obstructiva crénica de los pulmones, insucificiencia cardiaca congestiva, resistencia
a la insulina, fibrosis pulmonar, esclerosis multiple, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, infecciones viricas y SIDA.

Los macrdlidos tales como los antibiéticos macrélidos se acumulan dentro de diferentes células de los sujetos a los
que se administran tales moléculas, especialmente dentro de las células fagociticas tales como células mononucleares
de sangre periférica, macréfagos peritoneales y alveolares asi como en el liquido que rodea el epitelia broncoalveo-
lar (Glaude R. P. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 33 1989, 277-282; Olsen, K. M. et al, Antimicrob. Agents
Chemother., 40 1996, 2582-2585). Mas atin, también se han descrito efectos inflamatorios relativamente débiles de
algunos macrélidos. Por ejemplo, el efecto antiinflamatorio de derivados de eritromicina (J. Antimicrob. Chemother-.,
411998 37-46; documento WO 00/42055) y de derivados de azitromicina ha sido descrito recientemente (documento
EP 0283055). También se conocen los efectos antiinflamatorios de algunos macrélidos por estudios in vitro e in vivo
en modelos con animales experimentales tales como la peritonitis inducida por zimosano (J. Antimicrob. Chemother.,
301992 339-348) y la acumulacién de neutréfilos inducida por endotoxinas en traquea de rata (J. Immunol. /59 1997
3395-4005). El efecto modulador de los macrélidos sobre citoquinas tales como la interleuquina 8 (IL-8) (Am. J. Res-
pir. Crit. Care Med. 156 1997 266-271) o la interleuquina 5 (IL-5) (documentos EP 0775489 y EP 0771564) también
es conocido. Adn mads, el perfil farmacocinético favorable de los macrélidos podria aumentar la concentracion tisular
de un compuesto p. ej. en el higado, o incrementar la razén glébulos blancos/plasma (Girard A.E. et al., Antimicrob.
Agents Chemother. 31 1987 1948-54; Widlfeuer A. et al, Antimicrob. Agents Chemother. 40 1996, 75-79).

Para obtener compuestos con un perfil de actividad mejorado y/o nuevo frente a enfermedades en las que se
necesita una actividad selectiva, se han conectado varias sustancias de diferente actividad a macrélidos con diferentes
tipos de enlazadores. Se han dado a conocer unos cuantos ejemplos de hibridos/conjugados/quimeras de derivados de
eritromicina A y bases nucleicas (uracilo y timina) o nucledsidos derivados de timidina. (Costa A.M. et al. Tetrahedron
Lett. 41, 2000, 3371-3375). Sin embargo, esas construcciones no mostraron actividad ni/o selectividad hacia una diana
deseada. Ademds, no se han dado a conocer construcciones macrdlidas en las que el enlazador sea de tipo peptidico.

El enlazador peptidico introducido como enlazador en las moléculas hibridas de la presente invencién permite
que dichas moléculas actiien como profirmacos, liberando el resto V por escision lisosdmica especifica dentro de la
célula diana. Se han descrito enlazadores similares para otras moléculas pequeiias (en el caso de la presente invencién
representadas por hibridos de un compuesto anti-inflamatorio) y una macromolécula o polimero (Duncan R. ef al. en
Robinson J.R. y Lee V.H. (eds.) Controlled Drug Delivery: Fundamentals and Applications, 2* edicion, 1987 581-607,
Subr V. et al, J. Controlled Rel. 18 1992 123-132).

Descripcion detallada de la invencion

Los compuestos representados por la Férmula I se diferencian de los compuestos de la técnica anterior en que su
estructura permite que sean acumulados en los 6rganos diana por y en células que efectiian la respuesta inmunitaria
inflamatoria que requiere tratamiento. Esta accion de los compuestos de Férmula I nace en el resto macrélido M
que tiene la propiedad farmacocinética de acumularse en las células del sistema inmunitario, especialmente en los
fagocitos. Esto permite que los compuestos de Férmula I actien predominantemente, si no exclusivamente, en el
sitio de la inflamacién o de la infeccidn, “dejandose llevar” el macrélido dentro de las células de la inflamacién
reclutadas en el lugar de la inflamacién o de la infeccién, donde el ingrediente activo puede ejercer su actividad.
De esta manera, los efectos secundarios sistémicos de las sustancias antiinflamatorias esteroideas o no esteroideas se
reducen significativamente o incluso se eliminan. (Hay que sefialar que los esteroides se usan como terapia auxilar en
el tratamiento de tumores malignos y la presente invencién también contempla los esteroides pasa uso antineoplasico).
Después de la aplicacién tépica o sistémica, las moléculas hibridas de la invencién (y/o sus partes constituyentes, si son
liberables) se acumulan rapidamente en el sitio de la inflamacién o en las células infectadas o en sus inmediaciones.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2325495 T3

Recientemente se ha encontrado que ciertos compuestos dentro de la Férmula I:

L
M S

ejercen un efecto terapéutico mejorado en el tratamiento de las enfermedades, los trastornos o los estados inflamatorios.
El simbolo M en la estructura anterior representa una subunidad macrélida que posee la propiedad de acumularse en las
células inflamatorias, S representa una subunidad esteroidea antiinflamatoria y L representa un enlazador que enlaza
covalentemente M y S. La Solicitud Internacional de Patente PCT/HR02/00001, en tramitacién con la presente y del
mismo propietario, describe compuestos con la subunidad esteroidea S enlazada via la cadena L a la posicién N/9a
de 9-dihidro-9-desoxo-9a-aza-9a-homoeritromicina o a la posicién C/3 de un derivado de des-cladinosil azitromicina
o a la posicién C/2° del desozaminoaziicar. Sin embargo, hasta ahora no se han descrito compuestos hibridos con
la subunidad esteroidea enlazada con el enlazador peptidico en la posicién N/9a de 9-dihidro-9-desoxo-9a-aza-9a-
homoeritromicina, que posean también la accién terapéutica mencionada anteriormente. Tampoco se han descrito
compuestos hibridos con las subunidades no esteroideas enlazadas con el enlazador peptidico en la posiciéon N/9a.
Todos estos compuestos son el objeto de la presente solicitud.

La presente invencidn se refiere a

(a) nuevos compuestos “hibridos” representados por la Férmula I:

Co—
M \%

en donde M representa una subunidad macrélida que posee la propiedad de acumularse en las células inflamatorias,
V representa una subunidad antiinflamatoria esteroidea o no esteroidea, como se define mds abajo, y L representa un
grupo de enlace polipeptidico que enlaza covalentemente M y V;

(b) composiciones que contienen uno o mds de los compuestos precedentes en una cantidad efectiva para combatir
la inflamacién y de este modo tratar trastornos y estados que implican inflamacion en mamiferos, incluyendo los seres
humanos; e

(c) métodos para usar estos compuestos para tratar tales trastornos y estados.

Ventajosamente, los presentes compuestos proporcionan un efecto terapéutico y/o un perfil de efectos secundarios
mejorado.

Las subunidades macrolidas adecuadas para los compuestos hibridos de la presente invencion se pueden seleccionar
sin limitacién de subunidades macrdlidas constituidas por anillos de 14 y 15 miembros, siendo las mas preferidas la
azitromicina y sus derivados y la eritromicina y sus derivados.

Ejemplos no limitantes mds especificos de moléculas entre las que se puede seleccionar la subunidad macrélida
son los siguientes:

(1) Antibiéticos macroélidos, incluidas las azalidas, por ejemplo eritromicina, diritromicina, azitromicina, 9-dihidro-
9-desoxo0-9a-aza-9a-homoeritromicina, HMR 3004, HMR 3647, HMR 3787, eritromicilamina, ABT 773, fluritromici-
na, claritromicina, oleandomicina, y roxitromicina, y derivados de los mismos, tales como cetdlidos (p. €j., 3-cetona),
lactamas (p. €j., 8a- o0 9a-lactamas) y derivados que carecen de uno o mds restos de azicar.

Las metodologias para la sintesis de los macrélidos anteriores no disponibles en el mercado y para la mainipulacién
sintética de macrélidos en general son conocidas por los expertos en la técnica o se pueden encontrar en: Denis A.
et al. Biorg. & Med. Chem. Lett 1999, 9, 3075-3080; Agouridas C. et al. J. Med. Chem. 1998, 41, 4080-4100; y
documento EP-00680967 (1998); Sun Or Y. et al. J. Med. Chem. 2000, 43, 1045-1049; documento US-05747467
(1998); McFarland J. W. ef al. J. Med. Chem. 1997, 40, 1041-1045; Denis A. et al. Biorg. & Med. Chem. Lett 1998,
8, 2427-2432; documento WO-09951616 (1999); Lartey et al. ] Med Chem. 1995, 38, 1793-1798; dopcumento EP
0984019; documento WO 98/56801.
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Se conocen otros macrdlidos adecuados, algunos de los cuales estdn descritos en Bryskier, A. J. et al. Macrolides,
Chemistry, Pharmacology and Clinical Use; Arnette Blackwell: Paris, 1993, pags. 485-491, 14(R)-hidroxiclaritromi-
cina, 11,12-carbonato de eritromicina, tri-O-acetiloleandomicina; en Ma, Z. et al. Current Medicinal Chemisty-Anti-
Infective Agents, 2002, 1, 15-34; picromicina, narbomicina, HMR-3562, CP-654743, CP-605006, TE-802, TE-935,
TE-943, TE-806, cetdlidos con puentes en posicién 6,11, CP-544372, FMA-199, A-179461. Véanse en particular las
estructuras y derivados para macrélidos con anillos de 14 y 16 miembros en las pags. 487-491 de Bryskier, et al., y
los diversos derivados cetdlidos y sintesis en Ma et al., especialmente en todas las tablas de estructuras y todos los
esquemas de reaccion. Todos estos macrélidos después de conjugarse con V estdn dentro del alcance de la presente
invencion.

Los compuestos macrélidos referidos o nombrados especificamente en los que antecede son obtenibles en el mer-
cado o se conocen métodos para su sintesis.

Es importante que la subunidad macrdélida proceda de un macrélido que tenga la propiedad de acumularse dentro de
las células del sistema inmunitario reclutadas en el sitio de la inflamacion, especialmente células fagociticas. Es sabido
que la mayorfa de los compuestos lacténicos poseen esta propiadad. Por ejemplo, los macrélidos de 14 miembros tales
como la eritromicina y sus derivados; los macrélidos de 15 miembros tales como la azitromicina y sus derivados, asi
como 8a- y 9a-lactamas y sus derivados.

Se pueden encontrar ejemplos adicionales de macrélidos que se acumulan dentro de clases especificas de células
en: Pascual A. ef al. Clin. Microbiol. Infect. 2001, 7, 65-69. (Captacién y actividad intracelular del cetélido HMR 3647
en células fagociticas y no fagociticas humanas); Hand W. L. et al. Int. J. Antimicrob. Agents, 2001, 18, 419-425. (Ca-
racteristicas y mecanismos de la acumulacién y el eflujo de azitromicina en leucocitos polimorfonucleares humanos);
Amsden G. W. Int. J. Antimicrob. Agents, 2001, 18, 11-15. (Generacién avanzada de macrolidos: antibidticos dirigi-
dos a tejidos); Johnson J. D. et al. J. Lab. Clin. Med. 1980, 95, 429-439. (Captacién de antibiticos por macréfagos
alveolares); Wildfeuer A. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 1996, 40, 75-79. (Captacion de azitromicina por diver-
sas células y su actividad intracelular bajo condiciones in vivo); Scorneaux B. et al. Poult. Sci. 1998, 77, 1510-1521.
(Acumulacién intracelular, distribucién subcelular y eflujo de tilmicosina en fagocitos de pollo); Mtairag E. M. et al.
J. Antimicrob. Chemother. 1994, 33, 523-536. (Investigacién sobre la captacién de diritromicina y eritromicilamina
por neutréfilos humanos in vitro); Anderson R. et al. J. Antimicrob. Chemother. 1988, 22, 923-933 (Una evaluacién in
vitro de la captacion celular y la bioactividad intrafagocitica de la claritromicina (A-56268, TE-031), un nuevo agente
antimicrobiano macrélido); Tasaka Y. et al. Jpn. J. Antibiot. 1988, 41, 836-840. (Captacién de roquitamicina por los
macréfagos alveolares); Harf R. et al. J. Antimicrob. Chemother. 1988, 22, 135-140 (Captacioén de espiramicina por
los macréfagos alveolares).

Ademas, la presencia de propiedad acumulativa dentro de las células del sistema inmunitario reclutadas en el sitio
de la inflamacidn, especialmente células fagociticas, puede ser constatada facilmente por el experto en el campo de la
invencién, usando uno de los ensayos bien conocidos para este propdsito. Por ejemplo, se puede usar el procedimiento
detallado por Olsen, K. M. et al. Antimicrob. Agents & Chemother. 1996, 40, 2582-2585. Brevemente, las células que
hay que ensayar, p. ej., leucocitos polimorfonucleares se pueden obtener de sangre venosa de voluntarios sanos por
centrifugacion de Ficoll-Hypaque seguida por sedimentacion con dextrano al 2%. Se separan los eritrocitos por lisis
osmotica y se evalian los PMN por exclusién con azul Tripan. Alternativamente, otras fracciones celulares pueden ser
separadas y ensayadas de modo similar. Los compuestos macrélidos tritiados (p. €j., 10 uM) se incuban con 2,5x10°
células durante 120 minutos (37°C, 5% de CO,, humedad relativa 90%) y seguidamente las células se separan por
centrifugacion del sobrenadante que contiene compuesto p. €j., a través de una capa de aceite de silicona-parafina
(86% vol:14% vol). La cantidad de compuesto se determina, p. €j., por recuento de centelleo, y una puntuacion signifi-
cativamente elevada por encima del fondo indica acumulacién del macrélido en las células de ensayo. Véase Bryskier
et al. Macrolides, Chemistry, Pharmacology and Clinical Use; Arnette Blackwell: Paris, 1993 pags 375-386, pagina
381, columna 2, linea 3. Alternativamente, el compuesto no se marca radiactivamente y la cantidad de compuesto se
puede determinar por HPLC.

Otros métodos de ensayo que se pueden utilizar se describen en Bryskier, A. J. et al. Macrolides, Chemistry,
Pharmacology and Clinical Use; Arnette Blackwell: Paris, 1993 pags. 375-386. Véase, en particular la determinacion
de la captacién de fagocitos en las pags. 380-381 y las descripciones particulares en cuanto a captacion y localizacién
de macroélidos en las pags. 381, 383 y 385 y las tablas de las pags. 382 y 383.
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Esta invencidn se refiere a compuestos, sus sales y solvatos representados por la Férmula I, en donde M concre-
tamente representa una subunidad macrélida con anillo lacténico de 14 o 15 miembros representada por la Férmula
II:

i
en donde
\ \
C= /CH; 9H'NR1R5 NRy \C=NR iy
(1) Z y W independientemente son > > ’ >/ » 0 un enlace, en
donde

R, y R; independientemente son H o alquilo (preferiblemente metilo o H)
Ry es OH, ORP, alcoxi o alcoxi sustituido (ya sea en configuracién Syn o Anti o mezclas de los mismos)
Ry es H, RP, alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi, alcoxialquilo, o -C(=X)-NR(R;

XesOoS;

\ \ \ \ \C
C = O CH’N C H') NTR i =I\¢T-R
/ CHRRR, O NRy - 2=NRag

siempre que Z y W no puedan ser simultineamente > > > > > 0 un
enlace,

(i1) U e Y son independientemente H, halégeno, alquilo, o hidroxialquilo (preferiblemente H, metilo o hidroxime-
tilo);

(iii) R' es hidroxi, ORP?, -O-S?, 0 =O;

(iv) S' es un resto de azticar en la posicién C/5 del anillo de aglicona (p. €j., un grupo desozamina) de férmula:
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en donde

R® y R® son ambos hidrégeno o juntos forman un enlace, o R® es hidrégeno y R® es -N(CH;)R?, en donde

RY puede ser RP, R” o -C(O)R”, en donde R* es hidrégeno o cicloalquilo (preferiblemente ciclohexilo) o alquilo
(preferiblemente un alquilo C,-C,) o alquenilo (preferiblemente alquenilo C,-C;) o alquinilo (preferiblemente alqui-
nilo C,-C;) arilo o heteroarilo o pueden ser alquilo sustituido con alquilo C,-C; o alquenilo C,-C; o alqunilo C,-C; o
arilo o heteroarilo. (RY es preferiblemente hidrégeno, metilo, o etilo);

R!% es hidrégeno o RP;

(v) S? es un resto de aziicar en la posicion C/3 del anillo de aglicona (p. €j., un grupo cladinosilo) de férmula

O CH
R‘l2

OCH;

en donde R¥ puede ser H o metilo y R"' y R'? son independientemente hidrégeno, R'' puede ser un R® o R'' y R'?
juntos forman un enlace

(vi) R? es H, hidroxi, un grupo ORP, alcoxi (preferiblemente alcoxi C;-C,, lo mds preferiblemente metoxi), alcoxi
sustituido;

(vii) A es H o metilo;
(viii) B es metilo o epoxi;
(ix) E es H o halégeno (preferiblemente flior);

(x) R? es hidroxi, un grupo ORP o alcoxi (preferiblemente alcoxi C,-C,, lo mds preferiblemente metoxi), alcoxi
sustituido o R? es un grupo que se puede combinar con R® para formar un “puente” (p. €j., un carbonato o carbamato

/

ciclico)osi Wo Zes » R? es un grupo que se puede combinar con W o Z para formar un “puente” (p. €j., un

carbamato ciclico);
(xi) R* es alquilo C,-C, (preferiblemente metilo);

(xii) R% es H, hidroxi, un grupo ORP, alcoxi C;-C,, alcoxi sustituido o un grupo que se puede combinar con R? para
formar un puente (p. €j., un carbonato o carbamato ciclico);

(xiii) R es H o alquilo C,-C, (preferiblemente metilo o etilo);

en donde la subunidad M tiene un sitio de enlace a través del cual se une a la subunidad D via el grupo enlazador
L, estando el sitio de enlace en uno o mas de los siguientes:

a. cualquier grupo hidroxi, N, o epoxi reactivo localizado en S', S?, o un oxigeno de aglicona si S? est4 (o si
tanto S? como S' estdn) escindidos;

b. un grupo reactivo >N-Ry,-NRR; u =0 localizado en Z o W;
c. un grupo hidroxi reactivo localizado en uno cualquiera de R!, R?, R?, y R%;
d. cualquier otro grupo que pueda modificarse primero para dar un grupo hidroxi o -NRR; y
RP es hidroxilo o un grupo protector de amino.
Pueden estar presentes independientemente uno o mas grupos RP en la subunidad macrélida de Férmula II. Cuando

RP representa un grupo protector de amino puede seleccionarse de grupo alquilo (preferiblemente metilo), alcanoilo
(preferiblemente acetilo), alcoxicarbonilo (preferiblemente metoxicarbonilo o ferc-butoxicarbonilo), arilometoxicar-
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bonilo (preferiblemente benciloxicarbonilo), aroilo (preferiblemente benzoilo), ariloalquilo (preferiblemente benci-
lo), alquilsililo (preferiblemente trimetilsililo) o alquilsililalcoxialquilo (preferiblemente trimetilsililoetoximetilo). Los
grupos protectores de amino se pueden separar por técnicas convencionales. Asi, por ejemplo, los grupos acilo tales
como alcanoilo, alcoxicarbonilo o aroilo se pueden separar por solvdlisis, p. €j. por hidrdlisis en condiciones dcidas
o bdsicas. Un grupo arilmetoxicarbonilo (benciloxicarbonilo) se puede escindir por hidrogenolisis en presencia de un
catalizador tal como paladio-sobre-carbon vegetal.

L representa un enlazador polipeptidico, elegido del grupo que consiste en:

Gly-Phe-Leu, Gly-Gly-Phe, Gly-Phe-Phe, Gly-Phe-Gly, Gly-Leu-Gly, Gly-Val-Ala, Gly-Phe-Ala, Gly-Leu-Phe,
Gly-Leu-Ala, Ala-Val-Ala, Gly-Gly-Phe-Leu, Gly-Phe-Leu-Gly, Gly-Phe-Ala-Leu, Ala-Leu-Ala-Leu, Gly-Phe-Phe-
Leu, Gly-Leu-Leu-Gly, Gly-Phe-Tyr-Ala, Gly-Phe-Gly-Phe, Ala-Gly-Val-Phe y Gly-Phe-Phe-Gly;

V representa una subunidad antiinflamatoria elegida del grupo que consiste en subunidad antiinflamatoria esteroi-
dea y subunidad antiinflamatoria no esteroidea.

Cuando V es una subunidad esteroidea, es preferiblemente de Férmula X:

(ii) en la que
R? y R son, independientemente uno de otro, hidrégeno o halégeno;
R* es hidroxi, alcoxi (preferiblemente metoxi), alquilo, tiocarbamoilo, carbamoilo o un enlace de valencia;

R! y R® son, independientemente uno de otro, hidrégeno, OH, CH; o alcoxi C,-C, (preferiblemente metoxi o n-
propoxi) o cada uno es un grupo que forma un anillo de 1,3-dioxolano con el otro (opcionalmente alquilo o alquenilo
mono- o di-sustituido) (preferiblemente un anillo 2,2-dimetilo o 2-monopropilo o trans-propenilo) o un enlace de
valencia;

R es hidrégeno, hidroxi, chloro, 0 =O que forma un grupo ceto con el dtomo de carbono al que estd unido;
R’ es hidrégeno o halégeno;
y sus sales y solvatos farmacoldgicamente aceptables.

Alternativamente, dentro de la presente invencion se describen subunidades esteroideas descritas en el documento
WO 94/14834, en donde en lugar del grupo >CH-C(O)-R° tienen el grupo >CH-S(0O),-R¢ en donde n donde n es un
nimero entero de 0 a 2. Véase el documento WO 94/14834, especialmente pags. 2-3.

Mis generalmente, los esteroides tutiles como fuente de subunidad esteroidea incluyen, pero no se limitan a, corti-
costeroides (tales como glucocorticoides y mineralocorticoides) y andrégenos. Ejemplos no limitantes de corticosteroi-
des incluyen cortisol, cortisona, clobetasol, hidrocortisona, fludrocortisona, fludroxicortida, flumetasona, flunisolida,
fluocinolona, fluocinonida, fluocortolona, fluorometolona, prednisona, prednisolona, 6-alfa-metilprednisolona, triam-
cinolona, alclometasona, beclometasona, betametasona, budesonida, dexametasona, amcinonida, cortivazol, desonida,
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desoximetasona diflucortolona, difluprednato, fluclorolona y diclorisona, fluperinideno, fluticasona, halcinonida, me-
prednisona, metilprednisolona, parametasona, prednazolina, prednilideno, tixocortol, triamcinolona, y derivados de
los mismos con 4cidos, p. €j., acetato, propionato, dipropionato, valerato, fosfato, isonicotinato, metasulfobenzoato,
tebutato, y hemisuccinato.

V puede ser una subunidad antiinflamatoria no esteroidea es decir, un resto de un farmaco antiinflamatorio no este-
roideo (AINE) incluyendo, los que inhiben cicloxigenasa, la enzima responsable de la biosintesis de prostaglandinas y
ciertos inhibidores autocoides, incluyendo inhibidores de las diversas isozimas de cicloxigenasa (incluyendo, pero sin
limitarse a ellas, cicloxigenasa-1 y -2), y como inhibidores tanto de cicloxigenasa como de lipoxigenasa se refiere a
un farmaco anti-inflamatorio no esteroideo (AINE), tal como los AINEs disponibles en el mercado aceclofenaco, ace-
metacina, acetaminofeno, acetaminosalol, dcido acetilsalicilico, 4cido acetil-salicilico-2-amino-4-picolina, dcido 5-
aminoacetilsalicilico, alclofenaco, aminoprofeno, amfenaco, ampirona, ampiroxicam, anileridina, bendazaco, benoxa-
profeno, bermoprofeno, a-bisabolol, bromfenaco, acetato de 4cido 5-bromosalicilico, bromosaligenina, dcido bucléxi-
co, butibufeno, carprofeno, celecoxib, cromoglicato, cinmetacina, clidanaco, clopiraco, diclofenaco sédico, diflunisal,
ditazol, droxicam, adcido enfendmico, etodolaco, etofenamato, felbinaco, fenbufeno, acido fenclézico, fendosal, feno-
profeno, fentiazaco, fepradinol, flufenaco, dcido flufendmico, flunixina, flunoxaprofeno, flurbiprofeno, glucametacina,
salicilato de glicol, ibufenaco, ibuprofeno, ibuproxam, indometacina, indoprofeno, isofezolaco, isoxepaco, isoxicam,
cetoprofeno, cetorolaco, lornoxicam, loxoprofeno, dcido meclofendmico, dcido mefendmico, meloxicam, mesalami-
na, dcido metiazinico, mofezolaco, montelukast, nabumetona, naproxeno, 4dcido niflimico, nimesulida, olsalazina,
oxaceprol, oxaprozina, oxifenbutazona, paracetamol, parsalmida, perisoxal, salicilato de fenilacetilo, fenilbutazona,
salicilato de fenilo, pirazolaco, piroxicam, pirprofeno, pranoprofeno, acido protizinico, reserveratol, salacetamida, sa-
licilamida, 4cido salicilamida-O-acético, 4cido salicilsulfurico, salicina, salsalato, sulindaco, suprofeno, suxibuzona,
tamoxifeno, tenoxicam, dcido tiaprofénico, tiaramida, ticlopidina, tinoridina, dcido tolfendmico, tolmetina, tropesina,
xenbucina, ximoprofeno, zaltoprofeno, zomepiraco, tomoxiprol, zafirlukast y ciclosporina. Se describen mas géneros
de AINEs y mas compuestos AINESs particulares en la Patente de los EE.UU 6,297,260 (especialmente en las férmulas
genéricas de su reivindicacién 1 y la lista especifica de los AINEs contenidos en ella y en la reivindicacién 3, y los
AINE:s tiazulidénicos descritos en la Solicitud de Patente Internacional WO 01/87890).

Son AINE:s preferidos acido acetilsalicilico, indometacina, naproxeno, ibuprofeno, flurbiprofeno, cetoprofeno, su-
lindaco, etodolaco, cetorolaco, suprofeno, flunixina, diclofenaco sédico, y tolmetina.

Los enlaces en negrilla en las férmulas contenidas aqui denotan enlaces levantados o por encima del plano del
papel; Los enlaces de trazo discontinuo denotan enlaces por debajo del plano papel, mientras que las lineas de rayas
representan un enlace que puede estar por debajo por encima del plano del papel. Las lineas paralelas, una de trazo
continuo y otra de rayas representan un enlace sencillo o doble. Salvo indicacién explicita en contrario, los términos
siguientes tienen los significados adjudicados a ellos mas abajo.

“Alquilo” representa un radical hidrocarbonado monovalente saturado, lineal o ramificado, de uno a diez 4tomos de
carbono, més preferiblemente de uno a seis 4tomos de carbono. Los alquilos de cadena lineal o ramificada preferidos
incluyen metilo, etilo, propilo, iso-propilo, butilo, sec-butilo y terc-butilo. El metilo es el mas preferido. Los grupos
alquilo pueden estar sustituidos con uno a cinco sustitutuyentes incluyendo halégeno (preferiblemente fltior o cloro),
hidroxi, alcoxi (preferiblemente metoxi o etoxi), acilo, acilamino ciano, amino, N-alquil(C1-C4)amino (preferible-
mente N-metilamino o N-etilamino), N,N-di(alquil C1-C4)amino (preferiblemente dimetilamino o dietilamino), arilo
(preferiblemente fenilo) o heteroarilo, tiocarbonilamino, aciloxi, amino, amidino, alquilamidino, tioamidino, aminoa-
cilo, aminocarbonilamino, aminotiocarbonilamino, aminocarboniloxi, arilo, heteroarilo, ariloxi, ariloxiarilo, nitro, car-
boxilo, carboxilalquilo, alquilo sustituido con carboxilo, carboxil-cicloalquilo, cicloalquilo sustituido con carboxilo,
carboxilarilo, arilo sustituido con carboxilo, carboxilheteroarilo, heteroarilo sustituido con carboxilo, carboxilhetero-
ciclilo, heterociclilo sustituido con carboxilo, cicloalquilo, cicloalcoxi, heteroariloxi, heterocicliloxi, y oxicarbonila-
mino. Tales grupos alquilo sustituidos estdn dentro de la presente definicion de “alquilo”. La presente definicion de
alquilo es trasladable a los otros grupos en donde el alquilo es un constituyente, tal como alcoxi.

“Alquenilo” representa un radical hidrocarbonado monovalente lineal o ramificado de dos a diez y preferiblemente
dos a seis atomos de carbono que tiene al menos un doble enlace carbono-carbono. Los grupos alquenilo pueden estar
sustituidos con los mismos grupos que los alquilos y tales grupos alquenilo opcionalmente sustituidos estdn dentro del
término “alquenilo”. Se prefieren etenilo, propenilo, butenilo y ciclohexenilo.

“Alquinilo” representa un radical hidrocarbonado monovalente lineal o ramificado, que tiene una cadena lineal o
una cadena ramificada de dos a diez, y preferiblemente dos a seis d4tomos de carbono y que contiene al menos uno y
preferiblemente no mds de tres triple enlaces carbono-carbono. Los grupos alquinilo pueden estar sustituidos con los
mismos grupos que alquilo, y los grupos sustituidos estdn dentro de la presente definicién de alquinilo. Se prefieren
los grupos etinilo, propinilo y butinilo.

“Cicloalquilo” representa un grupo ciclico con 3-8 atomos de carbono que tienen un solo anillo opcionalmente
condensado con un grupo arilo o heteroarilo. Los grupos cicloalquilo pueden estar sustituidos como se infica para
“arilo” mas abajo y los grupos cicloalquilo sustituidos estan dentro de la presente definicion de “cicloalquilo”. Son
cicloalquilos preferidos ciclopentilo y ciclohexilo.
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“Arilo” significa un grupo carbociclico aromatico insaturado que tiene 6-14 dtomos de carbono que tiene un solo
anillo tal como fenilo o multiples anillos condensados tal como naftilo. Ademads, arilo puede estar opcionalmente
condensado con un grupo alifatico o arilo o puede estar sustituido con uno o mds sustituyentes tales como halégeno
(fldor, cloro y/o bromo), hidroxi, alquilo C,-C,, alcoxi C,-C; o ariloxi, alquiltio C,-C; o ariltio, alquilsulfonilo, ciano
0 amino primario o no primario.

“Heteroarilo” representa un anillo hidrocarbonado aromdtico monociclico o biciclico que tiene de 2 a 10 dtomos
de carbono y de 1 a 4 heteroatomos, tal como O, S o N. El anillo de heteroarilo puede estar opcionalmente ocndensado
con otro heteroarilo, arilo o grupo ciclico alifatico. Ejemplos de este tipo son furano tiofeno, pirrol, imidazol, indol,
piridina, oxazol, tiazol, pirrol, pirazol, tetrazol, pirimidina, pirazina y triazina, siendo preferidos furano, pirrol, piridina
e indol. El término incluye grupos que estin sustituidos con los mismos sustituyentes especificados mds arriba para
arilo.

“Heterociclico” representa un grupo saturado o insaturado que tiene uno o multiples anillos de 1 a 10 dtomos
de carbono y de 1-4 heterodtomos seleccionados de nitrégeno, azufre u oxigeno, en donde en un sistema de anillos
condensados el otro o los otros anillos pueden ser arilo o heteroarilo. Los grupos heterociclicos pueden estar sustituidos
como se especifica para los grupos alquilo y los grupos heterociclicos asi sustituidos estdn dentro de la presente
definicion.

“Aminodcido” se refiere a cualquier compuesto que contiene tanto un grupo amino como un grupo acido carboxi-
lico. El grupo amino puede estar en la posicién adyacente a la funcién carboxi, tal como en los @-aminoécidos, o en
cualquier posicién dentro de la molécula. El aminodcido también puede contener grupos funcionales adicionales, tales
como amino, tio, carboxilo, carboxamida, imidazol, etc. El aminodcido puede ser sintético o natural, o un aminoacido
natural modificado, tal como norvalina o norleucina.

El simbolo K se usa a veces para referirse a la parte del grupo L, unida a M, o a V segin lo indique el contexto.

En la preparacién de los compuestos representados por la estructura I, de la actividad farmacoldgica especificada.
ciertos compuestos nuevos fueron preparados como intermedios en la preparacién de compustos farmacolégicamente
activos. La presente invencidn también se refiere a esos intermedios.

La presente invencién también abarca las sales farmacéuticamente aceptables de los presentes compuestos. Las
sales farmacéuticamente adecuadas de los compuestos de la presente invencién incluyen sales con dcidos inorganicos
(p. €j. 4cido clorhidrico, bromhidrico, fosférico, metafosférico, nitrico o sulfiirico) o 4cidos organicos (p. €j. dcidos
tartarico, acético, metanosulfonico, trifluoroacético, citrico, maleico, lactico, fumarico, benzoico, succinico, metano-
sulfénico, oxélico y p-toluenosulfénico).

La presente invencién también abarca los solvatos (preferiblemente hidratos) de los compuestos de Férmula I o
sus sales.

Los compuestos de Férmula I tienen uno o mds centros quirales, y, dependiendo de la naturaleza de los sustituyentes
individuales, también pueden tener isémeros geométricos. Los isémeros que difieren en la disposicién de sus dtomos
en el espacio se denominan “estereoisdmeros”. Los estereoisémeros que no son imagenes especulares uno de otro se
denominan “diasteredmeros” y los que son imdgenes especulares no superponibles entre si se denominan “enantié-
meros”. Cuando un compuesto tiene un centro quiral, es posible un par de enantiémeros. Un enantiémero puede ser
caracterizado por la configuracion absoluta de su centro de asimetria y se describe por las normas de secuenciacién R
y S de Cahn y Prelog, o por la manera en que la molécula hace girar el plano de luz polarizada designdndose como
dextrorrotatoria o levorrotatoria (es decir, como isémero (+) o (-) respectivamente). Un compuesto quiral puede existir
como un enantiémero individual o como una mezcla de enantiémeros. Una mezcla que contiene proporciones iguales
de los enantiémeros se denomina “mezcla racémica”. La presente invencién abarca todos los isémeros individuales
de los compuestos de Férmula I. La descripcion o denominacién de un compuesto particular en la parte descriptiva
y las reivindicaciones tiene el propésito de incluir tanto enantiémeros individuales como mezclas, racémicas u otras,
de los mismos. Los métodos para la determinacién de la estereoquimica y la resolucién de estereoisémeros son bien
conocidos en la técnica.

La presente invencién también abarca estereosémeros del tipo syn-anti, que se dan cuando estd presente un grupo
oxima u otro similar. El grupo de mdxima prioridad segun las reglas de Cahn-Ingold-Prelog unido a uno de los 4tomos
del doble enlace terminal de la oxima, se compara con el grupo hidroxilo de la oxima. El estereoisémero se designa
como Z (zusammen = juntos) o Syn si el hidroxilo de oxima cae en el mismo lado de un plano de referencia que
atraviesa el doble enlace C=N como grupo de maxima prioridad; el otro estereoisomero se denomina E (entgegen =
opuesto) o Anti.

Un “excipiente farmacéuticamente aceptable” significa un excipiente que es util para la preparacién de una com-
posicion farmacéutica que, en general, es segura, no téxica y que no es indeseable biolégicamente ni de otra manera,
e incluye un excipiente que es aceptable para un uso veterinario, o para un uso farmacéutico humano. Un “excipiente
farmacéuticamente aceptable”, tal como se usa en la presente solicitud, incluye tanto uno como mas de uno de estos
excipientes.
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“Tratar” o “tratamiento” de un estado, trastorno o afeccién incluye:

(1) prevenir o retrasar la apariciéon de al menos uno de los sintomas clinicos del estado, trastorno o afeccién que se
estd desarrollando en un mamifero que puede sufrir, o estd predispuesto al estado, trastorno o afeccién, pero que atin
no experimenta o muestra sintomas clinicos o subclinicos del estado, trastorno o afeccion,

(2) inhibir el estado, trastorno o afeccidn, es decir, detener o reducir el desarrollo de la enfermedad, o al menos
uno de sus sintomas clinicos o subclinicos, o

(3) aliviar la enfermedad, es decir, provocar la regresion del estado, trastorno o afeccién, o al menos uno de sus
sintomas clinicos o subclinicos.

El efecto beneficioso en un sujeto que se va a tratar es estadisticamente significativo o al menos perceptible para el
paciente o el médico.

Una “cantidad terapéuticamente eficaz” es la cantidad de un compuesto que, cuando se administra a un mamifero
para tratar un estado, trastorno o afeccion, es suficiente para hacer eficaz ese tratamiento (como se indica en la defi-
nicién de la palabra). La “cantidad terapéuticamente eficaz” variard dependiendo del compuesto, la enfermedad y su
gravedad, y la edad, peso, condicion fisica y respuesta del mamifero que se va a tratar.

Los sintomas clasicos de la inflamacién aguda son enrojecimiento, temperatura elevada, hinchazén y dolor en la
zona afectada, y pérdida de la funcién del 6rgano afectado.

Los sintomas y signos de inflamacién asociados con afecciones especificas incluyen:

e artritis reumatoide- dolor, hinchazoén, calor y palpacién dolorosa de las articulaciones implicadas; rigidez
matutina y generalizada;

o diabetes mellitus dependiente de la insulina- insulitis; esta afeccion puede conducir a una variedad de com-
plicaciones con un componente inflamatorio, incluyendo: retinopatia, neuropatia, nefropatia; enfermedad
de las arterias coronarias, enfermedad vascular periférica, y enfermedad cerebrovascular;

e tiroiditis autoinmunitaria- debilidad, estrefiimiento, respiracién entrecortada, abotargamiento de cara, ma-
nos y pies, edema periférico, bradicardia;

e esclerosis miltiple- espasticidad, vision borrosa, vértigo, debilidad de las extremidades, parestesias;

e uveorretinitis- visiéon nocturna disminuida, pérdida de vision periférica;

e lupus eritematoso- dolor en las articulaciones, sarpullidos, fotosensibilidad, fiebre, dolor muscular, abo-
targamiento de las manos y pies, urinalisis anormal (hematuria, cilinduria, proteinuria), glomerulonefritis,
disfuncién cognitiva, trombosis de los vasos sanguineos, pericarditis;

e esclerodermia- enfermedad de Raynaud; hinchazén de manos, brazos, piernas y cara; engrosamiento de
la piel; dolor, hinchazén y rigidez de dedos y rodillas, disfuncién gastrointestinal, enfermedad pulmonar

restrictiva; pericarditis; insuficiencia renal;

e otras afecciones artriticas que tienen un componente inflamatorio tales como espondilitis reumatoide, os-
teoartritis, artritis séptica y poliartritis- fiebre, dolor, hinchazén, palpacién dolorosa;

e otros trastornos inflamatorios del cerebro, tales como meningitis, enfermedad de Alzheimer, complejo de-
mencia-SIDA encefalitis- fotofobia, disfuncién cognitiva, pérdida de memoria;

e otras inflamaciones inflamatorias de los ojos, tales como retinitis- agudeza visual disminuida;
e trastornos inflamatorios de la piel, tales como eczema, otras dermatitis (por ejemplo, atopica, de contacto),
psoriasis, quemaduras inducidas por la radiacién UV (rayos solares y fuentes similares de radiaciéon UV)-

eritema, dolor, descamacidn, hinchazén, palpacién dolorosa;

e enfermedades inflamatorias de los intestinos, tales como la enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa- dolor,
diarrea, estrefiimiento, sangrado rectal, fiebre, artritis;

e asma- respiracion entrecortada, respiracion sibilante;
e otros trastornos alérgicos, tales como la rinitis alérgica- estornudos, picazén, goteo nasal;

e afecciones asociadas con trauma agudo tales como lesion cerebral después de un ataque cerebral- pérdida
sensorial, pérdida de la funcién motora, pérdida cognitiva;

11



10

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2325495 T3

o lesién del tejido cardiaco debida a isquemia miocardial- dolor, respiracién entrecortada;

o lesioén pulmonar tal como la que ocurre en el sindrome disneico del adulto- respiracién entrecortada, hiper-
ventilacién, oxigenacion disminuida, infiltraciones pulmonares;

e infecciones que acompafian a la inflamacidn, tales como sepsis, choque séptico, sindrome de choque téxico-
fiebre, insuficiencia respiratoria, taquicardia, hipotension, leucocitosis;

e otras afecciones inflamatorias asociadas con 6rganos o tejidos particulares, tales como nefritis (por ejemplo,
glomerulonefritis)-oliguria, urinalisis anormal;

e apéndice inflamado- fiebre, dolor, palpacién dolorosa, leucocitosis;

gota- dolor, palpacién dolorosa, hinchazén y eritema de la articulacién implicada, concentracién elevada de dcido
urico en el suero y/o en la orina;

vesicula biliar inflamada- dolor y palpacién dolorosa abdominal, fiebre, nduseas, leucocitosis;
enfermedad pulmonar obstructiva crénica- respiracion entrecortada, respiracion sibilante;
insuficiencia cardiaca congestiva- respiracion entrecortada, estertores, edema periférico;

diabetes tipo II - complicaciones en los érganos periféricos incluyendo la enfermedad cardiovascular, ocular, renal
y vascular periférica;

fibrosis pulmonar- hiperventilacion, respiracion entrecortada, oxigenacion disminuida;

enfermedad vascular, tal como aterosclerosis y restenosis- dolor, pérdida de sensibilidad, pulso disminuido, pérdida
de funcién

y aloinmunidad que conduce al rechazo de transplantes- dolor, palpacién dolorosa, fiebre.

Los sintomas subclinicos incluyen sin limitacién marcadores de diagndstico para la inflamacién, cuya aparicién
puede preceder a la manifestacion de sintomas clinicos. Una clase de sintomas subclinicos es la de los sintomas
inmunoldgicos, tales como la invasién o acumulacién en un 6rgano o tejido de células linfoides proinflamatorias o la
presencia local o periférica de células linfoides proinflamatorias activadas que reconocen a un patégeno o un antigeno
especifico para ese 6rgano o tejido. La activacion de células linfoides puede medirse por métodos conocidos en la
técnica.

“Entregar” una cantidad terapéuticamente eficaz de un ingrediente activo a una localizacién particular dentro de
un huésped significa provocar una concentracion terapéuticamente eficaz del ingrediente activo en la sangre en la
localizacién particular. Esto puede conseguirse, por ejemplo, mediante administracion local o sistémica del ingrediente
activo al huésped.

Preferiblemente, en los compuestos representados por la Férmula II,

Z y W juntos son -N(Ry)C(O)- , -C(O)N(Ry)-, >C-NRR,, -C(O)-, > C =N-Ry; , -CH,NRy- 0 -NRyCH,-, 1o mds
preferiblemente, -NCH,CH,-, -NHCH,-, -CH,NH-, -C(O)NH-, -NHCO-,

R,, R, es metilo o H;

Ry es OH o metoxi;

Xes O;

Ry es H, metilo, o -C(=X)-NRR;

A es H o metilo

U, Y son H, F, metilo o hidroximetilo;

R' es hidroxi, -O-S2, 0 =0

R? es H, hidroxi o metoxi;

R® es OH, metoxi 0 un grupo que forma un puente carbamato ciclico con W o Z;
R* es metilo;

12
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R’ es H, OH, metoxi o un grupo que forma un puente carbonato o carbamato ciclico con R?;

El enlace es a través del nitrégeno de Z en las posiciones N/9a o N/8a o a través del carbono de R'? o a través del
oxigeno de R'" ambos en la posicién C/4” del azicar S°.

R es H, metilo o etilo;
R® es H 0: 0 N(CHs),, NH(CH;) 0 N(CH;)CH,CH,
R’ es H

El sitio de enlace esté preferiblemente en la posicién C/3; o a través del grupo amino en la posicién C/3’ del aztcar
S!' 0 en la posicién C/11 0 en W 0 Z, o a través de la posicion C/4” del azicar S.

También se prefieren los compuestos de Férmula I en donde M es de Férmula I y (i) Z es NCH;, W es CH,, R? es
hidroxi; o (ii) Z es NH, W es =CO, y R? es metoxi. (Los compuestos descritos en este parrado pueden, o no, satisfacer
las anteriores preferencias restantes en la seccién inmediatamente preferente, aunque preferiblemente lo hacen..)

Generalmente, los compuestos de Férmula I se pueden obtener de la siguiente manera: primero se une un estremo
de la cadena al macrdlido, y después se une el otro extremo de la cadena a V; o, primero se une un extremo de la
cadena a V y después se une el otro extremo de la cadena al macrélido, o finalmente, se une un resto de la cadena al
macrdlido, mientras que el otro resto de la cadena se une a V, siendo después unidos quimicamente los extremos de
las partes de la cadena para formar la cadena L.

Los expertos en la técnica apreciardn que puede ser deseable usar derivados protegidos de intermedios usados en
la preparacién de los compuestos de Férmula I. La proteccidn y desproteccion de grupos funcionales se puede realizar
por métodos conocidos en la técnica. Los grupos hidroxilo o amino se pueden proteger con cualquier grupo protector
de hidroxi o amino, por ejemplo como se describe en Green, T. W.; Wuts, P. G. M., Protective Groups in Organic
Synthesis: John Wiley and Sons, New York, 1999. Véase también la discusion de grupos protectores en relaciéon con la
Férmula I anterior. Los grupos protectores de amino se pueden separar por técnicas convencionales. Por ejemplo, los
grupos acidlo, tales como los grupos alcanoilo, alcoxicarbonilo y aroilo, se pueden separar por solvdlisis, p. €j., por
hidrélisis en condiciones dcidas o bésicas. Los grupos arilmetoxicarbonilo (por ejemplo, benciloxicarbonilo) pueden
escindirse por hidrogendlisis en presencia de un catalizador tal como paladio sobre carbén vegetal.

Mis concretamente, los compuestos de Férmula I se pueden preparar por los siguientes procedimientos:

a) Los compuestos de Férmula I, en donde X? es -NHC(O)-, se pueden preparar haciendo reaccionar un compuesto
de Féormula VI:

VI

en donde L' representa un grupo saliente (tal como hidroxi), y un grupo amino libre de un macrélido representado
por la Férmula VIla:

--------------

Vila

en donde K es la porcién de la molécula enlazadora L unida a la subunidad de macrélido.
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En general, la reaccién se efectiia con derivados dcidos que tienen la capacidad de activar el grupo 4cido carbo-
xilico tal como halogenuros, anhidridos mixtos y especialmente carbodiimidas tales como (3-dimetilaminopropil)-3-
etilcarbodiimida (EDC) y benzotriazoles. La reaccién transcurre en presencia de una base, tal como una base organica
(p. €j., trietilamina), a temperatura ambiente en una atmdsfera inerte, tal como argén o nitrégeno. La reaccién puede
nececesitar varias horas o dias para llegar al final.

Por ejemplo, cuando L es -K-NH, el compuesto de Féormula I puede formarse modificando un grupo >NH del
anillo del macrélido para dar un grupo >N-K-NH, y haciendo reaccionar el macrélido modificado con un compuesto
de Férmula VI como se indica abajo.

,.-..-----
~ J
f‘
.

1

:

™~

: ~
]

*
feama

N H L! HOST | S N~ T

1 ] 1] 1 [ 1

' 'JJ{F‘ ! \ EDC xHCI ! “’J{N :

:M /N——;—K—\H; + v > :M /N—:—K——NH

t ] L) ]

ey J s }_
o

Por ejemplo este proceso se puede realizar cuando el grupo >NH en la subunidad macrélida de Férmula II esta
unida a la posicién C/3’ o N/9a.

Los compuestos representados por la Férmula VI son obtenibles en el mercado o se pueden obtener a partir de la
subunidad V por métodos conocidos en la técnica que incluyen una.

La preparacion del macrélido de partida de Férmula VIla se ha descrito en el documento WO02/055531. Véase
también la Patente de EE.UU. n.° 4,474,768 y Bright, G. M. et al, J. Antibiot. 1988, 41, 1029-1047.

b) Los compuestos representados por la Férmula I, donde X?* es -OC(O)-, se pueden formar haciendo reaccionar
un compuesto de Férmula VI:

y el grupo hidroxilo libre de un macroélido representado por la Férmula VIIb:

AN
AN
"M /N——;—K——OH
A SN

...............

Generalmente, la reaccion se realiza con derivados de dcido que tienen la propiedad de activar el grupo acido
carboxilico, tales como halogenuros (tal como dicloruro de etileno-EDC), anhidridos mixtos, especialmente carbodii-
mida. La reaccién se realiza tipicamente a temperatura ambiente en una atmdsfera inerte, tal como argén o nitrégeno.
La reaccién puede necesitar varias horas o dias para llegar al final.

Por ejemplo, cuando el enlazador L es -K-O-, el compuesto de Férmula I puede formarse (1) modificando un
grupo >NH sobre un macrélido para dar un grupo >N-K-OH y (2) haciendo reaccionar el macrélido modificado con
un compuesto representado por la Férmula VI como se indica abajo.

AT - 1 S I Rty R
: J"\:’ ; - DMF ! ,/\J{’ :

M /N~——§—K——or1 + V —» M , —+K—0

' i L A

:u.-..:‘/:l:\.".'.-: 0 HE ARSI \"
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El grupo de enlace -K-OH puede unirse al &tomo de nitrégeno secundario del macrélido como sigue. El macrélido
se hace reaccionar con un derivado de alquenoilo tal como CH,=CH(CH,),,_,-C(0)O-alquilo (p. €j., acrilato de metilo).
Después se reduce el grupo éster (es decir, -C(O)O-alquilo), tal como con un hidruro metélico (p. ej., LiAIH,) en un
disolvente orgédnico anhidro, para dar el macrélido que tiene el grupo de enlace -K-OH (es decir, M-K-OH). La
reduccioén se realiza tipicamente a baja temperatura y preferiblemente a 0°C o menos.

Por ejemplo, este proceso también se puede realizar cuando el grupo >NH estd unido a la posiciéon C/3’ o N/9a de
las subunidades macrélidas representadas por la Férmula II.

El macrélido de partida de Férmula VIIb es un compuesto conocido o se puede obtener de acuerdo con los pro-
cedimientos descritos para compuestos andlogos, tales como los descritos en Costa, A. M. et al. Tetrahedron Letters
2000, 41, 3371-3375.

¢) Los compuestos representados por la Férmula I, en donde X! es -OC(0)-, Q es -NH- y X? es -NHC(O)-, pueden
prepararse haciendo reaccionar un macroélido representado por la Férmula VIic:

YHe
y un compuesto representado por la Férmula VIb:
HoN—K—NH
}——\,
)
Vib
para dar
O
K v
HN- N\
N
........... . H

Por ejemplo este proceso se puede realizar cuando el grupo OH estd unido en la posicién C/6 o C/4” de la subunidad
macroélida representada por la Férmula II.

El macrélido representado por la Férmula VIIc puede formarse por reaccion del correspondiente cloruro de hal6-
genoalcanoilo en el grupo OH libre del macrélido.

El compuesto representado por la Férmula VIb se puede formar haciendo reaccionar una amina apropiada (que
tiene el grupo de enlace -K-NH,) con un compuesto de Férmula VI.
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d) Los compuestos de Férmula I, donde X' es -OC(O)NH- y X? es -NHC(O)-, pueden prepararse haciendo reac-
cionar un macroélido representado por la Férmula VIId y un compuesto de Férmula VIb como se indica abajo.

H
HoN N v
o = \K/ \]/
0

Vid Vib
piridina x HCI

)

Este proceso se puede realizar cuando los dos grupos OH libres estdn unidos, por ejemplo, en las posiciones C/11
y C/12 de la subunidad macrélida representada por la Férmula II.

El macroélido reaccionante representado por la Férmula VIId puede formarse por reaccion del carbonato de etilo
sobre la subunidad macrdélida que tiene los dos sustituyentes hidroxi vecinales;

€) Los compuestos representados por la Férmula I, donde X' es -CH,-, Q es -NH- y X? es -NHC(O)-, pueden
prepararse haciendo reaccionar un macrélido representado por la Férmula VIle y un compuesto de Férmula VIa como
se indica abajo.

qemsemmaanaraan
=
4
A
'

Vile Via
HOST, ZDCxHC!

' 1

) \ H H

N N N v
; H \x(/

: | . :

‘ M

: /e s}

1

Por ejemplo este proceso se puede realizar cuando el grupo OH estd unido en la posicién C/4” de la subunidad
macroélida representada por la Férmula II.

El macrélido reaccionante representado por la Férmula VIle puede formarse por oxidacién del correspondiente

0
=0 YA

macroélido que tiene un grupo hidroxi para obtener un sustituyente, ) conversién en un grupo epoxi )
y escisién del grupo epoxi con un agente reaccionante apropiado (p. ej., etilendiamina).
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f) Los compuestos de Férmula I pueden prepararse haciendo reaccionar un macrélido representado por la Férmula
VIIf que tiene un grupo saliente L? (tal como Br), y una subunidad V representada por la Férmula VIc como se indica
abajo.

VIIf Vic

El macrdlido de partida de Férmula VIIf puede prepararse, por ejemplo, escindiendo el grupo azicar unido en la

posicién C/3 de la subunidad macrélida representada por la Férmula I y después haciendo reaccionar el macrélido
con un reactivo de Férmula L3-K-L?, donde L? y L? son grupos salientes.

g) Los compuestos de Férmula I pueden prepararse haciendo reaccionar un macrélido representado por la Férmula
VIlg que tiene un grupo saliente L* (tal como Br), y una subunidad V de Férmula VIc como se indica abajo.

b ! HO
: >——§—O K
E o s \[ 2 - V

o)
Vg Vie
=" :\;\:j:‘:; = O
§"" >_:"O K /“\
' ";u% ; l o v
o}

El macrélido de partida de Férmula VIIg puede prepararse por reaccién de un macrélido que tiene un grupo OH
libre, por ejemplo, en la posicién C/2’ de la subunidad macrélida representada por la Férmula II, con un reactivo de
férmula L*-C(0)-K- L?, donde L? y L? son grupos salientes.

h) Los compuestos representados por la Férmula I también pueden prepararse haciendo reaccionar un macrélido
representado por la Férmula VIIh que tiene un grupo saliente L? (tal como Br), y una subunidad V representada por la
Férmula VIc como se indica abajo.

R N S
h nf": H HO
M C__,_——:'N K
E "7’/'0\, : o~ \Lz + V —
O
VIih Vie
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i) Los compuestos representados por la Férmula I también pueden prepararse haciendo reaccionar una subunidad
V representada por la Férmula VIIIa preparada a partir de la subunidad V con un grupo hidroxilo libre (Huang C.M.
et al. Chem. & Biol. 2000, 7, 453-461; Hess S. et al. Biorg. & Med. Chem. 2001, 9, 1279-1291) y un macrélido
representado por la Férmula VIIa como se indica abajo.

Pvr

-

1.
2. NEt;, 4-PP, CH,Cl,
V-OH + ANHIDRIDO SUCCINICO » V-0C(O)CH.CH.COOH

VIiIa

j) Los compuestos representados por la Férmula I también pueden prepararse haciendo reaccionar una subunidad
V representada por la Férmula VIIIb (Pandori M. W. et al. Chem. & Biol. 2002, 9, 567-573) o VIlIc preparada a partir
de la subunidad V con un grupo amino libre (Hess S. et al. Biorg. & Med. Chem. 2001, 9, 1279-1291) y el macrélido
representado por la Férmula VIIa como se indica abajo.

DMAP
V-NH, + ANHIDRIDO SUCCINICO —— = V-NHC{0)CH,CH,COOH
DIPEA, DMF
VIIIb
0
CH;

NaH, DMF

O CHa
V>NH > V>N\)J\
0 CH

yodoacetato de terc-butilo 3

TFA, CH,Cly

V>NCH-COOH

Villc

Los siguientes ejemplos ilustran la preparacion del compuesto de Férmula I y no limitan la invencién de ningin
modo.
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En el ejemplo siguiente, se ilustra una ruta de sintesis de un compuesto de Férmula I (V es una subunidad antiin-
flamatoria esteroidea o no esteroidea con un grupo amino libre) cuando L es un enlazador peptidico:
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M

o
.6

Y

HOOCQGIy-Leu-Phe-GlyFmoc

HOBT
V— N H2
EDCxHCI

V—— NHCOGly-Leu-Phe-GlyFmoc

pipendina

V—NHCOGly-Leu-Phe-GlyNH ,

/U\/
o)

/\o/J\/\NHGry-Phe-Leu-GlyCONH —V
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En el ejemplo siguiente, se ilustra una ruta de sintesis para un compuesto de Férmula I (V es una subunidad
antiinflamatoria esteroidea o no esteroidea con un grupo carboxi libre) cuando L es un enlazador peptidico:

resina |—Gly-Leu—~Phe —GlyFmoc

Piperidina

resina |—=Gly —Leu—Phe —GlyNH,

HBTU V—COOH
DIPEA

resina ——QGly-Leu—Pha~—GlyNHCO-V

50% TFA/DCM

HOOC—Gly —Leu—Phs —GIyNHCO-V

HOBT @-K—NHz

EDC*HCl

@—K—N——OC—GIy—Leu —Phe —GlyNHCO-V
H

Las sales de los compuestos representados por la Férmula I se pueden preparar aplicando procedimientos general-
mente conocidos tales como, p. €j., una reaccion de los compuestos de Férmula I con una base o dcido correspondiente
en un disolvente adecuado o mezcla de disolventes p. ej., éteres (éter dietilico) o alcoholes (etanol, propanol o iso-
propanol).

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere al uso de compuestos de Férmula I en el tratamiento
de enfermedades, trastornos y afecciones inflamatorias que se caracterizan por o estdn asociadas con una respuesta
inmunitaria inflamatoria indeseable, especialmente todas las enfermedades y afecciones inducidas por o asociadas con
una secrecion excesiva de TNF-a e IL-1.

Puede determinarse una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de la presente invencién por métodos co-
nocidos en la técnica. Ya que el compuesto de la presente invencién se libera mas eficientemente al sitio deseado que
el correspondiente fairmaco en solitario, se puede administrar una cantidad menor del compuesto en moles que del
farmaco antiinflamatorio, obteniéndose sin embargo el mismo efecto terapéutico. Ademds, ya que, una vez interioriz-
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zado por el tejido diana, el ingrediente activo de la presente invencion dejard de estar en contacto con otros tejidos, se
adelanta que su administraciéon dard como resultado menos efectos secundarios, 1o que permitird aumentar la cantidad
antiinflamatoria tolerable méxima. Asi, la tabla siguiente sirve s6lo como una guia. Una cantidad umbral terapéutica-
mente eficaz del compuesto, una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, un solvato del mismo, o un profidrmaco
del mismo generalmente es igual o menor que una cantidad terapéuticamente eficaz del formaco antiinflamatorio en
moles. Las cantidades eficaces amplias y preferidas del compuesto, una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
un solvato del mismo, o un profarmaco del mismo se indican en la tabla siguiente.

Cantidad de compuesto, sal del mismo farmacéuticamente aceptable,
solvato del mismo o profirmaco del mismo

mg/kg de peso corporal/dia del
farmaco (administrado en

umol/kg de peso corporal/dia del
hibrido o del farmaco

aproximadamente 100

solitario)
Amplio de aproximadamente 0,001 a de aproximadamente 0,004 a
aproximadamente 1000 aproximadamente 4000
Preferido de aproximadamente 0,01 a de aproximadamente 0,04 a
aproximadamente 100 aproximadamente 400
Mas preferido de aproximadamente 1 a de aproximadamente 4 a

aproximadamente 400

El més preferido

de aproximadamente 3 a
aproximadamente 30

de aproximadamente 12 a
aproximadamente 120

Asi, por ejemplo, el intervalo de dosificacidn preferido para indometacina es 50-200 mg/dia, que corresponde al
intervalo de 140 a 560 umol por dia. El mismo intervalo basado en moles, 140-560 mol de un compuesto hibrido de
la invencion, serd el punto de partida para determinar el intervalo de dosificacién preferido. Los refinamientos de esta
estrategia son bien conocidos por el experto en la técnica.

Ademds, la presente invencion se refiere a composiciones farmacéuticas que contienen una dosis efectiva de com-
puestos de la presente invencion asi como a excipientes farmacéuticamente aceptables, tales como vehiculos o dilu-
yentes.

La preparacion de las composiciones farmacéuticas de la invencidn puede incluir mezclar, granular, comprimir
y disolver los ingredientes. Los vehiculos quimicos pueden estar en forma sélida o liquida. Los vehiculos sélidos
pueden ser lactosa, sacarosa, talco, gelatina, agar, pectina, estearato de magnesio, acidos grasos sin limitacién. Los
vehiculos liquidos pueden ser jarabes, aceites tales como aceites de semilla de girasol o soja, agua o solucién salina
fisiolégica sin limitacién. De modo similar, los vehiculos también pueden contener un componente para una liberacién
controlada del componente activo tal como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo. Se pueden preparar
varias formas de composiciones farmacéuticas. Si se usa un vehiculo sélido, estas formas pueden incluir comprimidos,
comprimidos oblongos, cdpsulas de gelatina dura, polvos o granulados, sin limitacion, que pueden administrarse por
via oral. La cantidad del vehiculo sélido puede variar, pero principalmente esta en el intervalo de 25 mg a 1 g. Si se
usa un vehiculo liquido, la formulacién puede estar en forma de un jarabe, una emulsion, cdpsulas de gelatina dura o
liquidos inyectables estériles, o suspensiones liquidas no acuosas.

Los compuestos de la presente invencién pueden administrase tépica o sistémicamente, p. ej., oral, parenteral,
percutdnea o mucosamente, p. €j., bucal, intranasal, intrarrectal e intravaginalmente. ‘“Parenteralmente” significa por
via intravenosa, intramuscular o subcutdnea. Las correspondientes preparaciones de los compuestos de la presente
invencién pueden usarse en la profilaxis asi como en el tratamiento terapéutico (prevencion, retraso, inhibicién o ali-
vio) de varios trastornos (enfermedades y otros estados inflamatorios patolégicos) que estdn causados o asociados
con una respuesta inmunitaria inflamatoris anémala o indeseable (excesiva, no regulada, o disregulada) que implica
la produccién de citoquinas inflamatorias u otros mediadores de la inflamacidn, incluidos sin limitacién TNF-a y IL-
18. Estos trastornos incluyen enfermedades autoinmunitarias tales como artritis reumatoide, diabetes mellitus depen-
diente de la insulina, tiroiditis autoinmunitaria, esclerosis multiple, uveorretinitis, lupus eritematoso, esclerodermia;
otras condiciones artriticas que tienen un componente inflamatorio tales como espondilitis reumatoide, osteoartritis,
artritis séptica y poliartritis; otros trastornos cerebrales inflamatorios, tales como la meningitis, la enfermedad de Alz-
heimer, la encefalitis asociada con la demencia del SIDA, otras inflamaciones inflamatorias de los ojos, tales como la
retinitis; trastornos inflamatorios de la piel, tales como eczema, otras dermatitis (por ejemplo, atdpica, de contacto),
psoriasis, quemaduras inducidas por la radiacién UV (rayos solares y fuentes similares de radiacién UV); enferme-
dades inflamatorias de los intestinos, tales como la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa; asma; otros trastornos
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alérgicos, tales como la rinitis alérgica; afecciones asociadas con el trauma agudo tales como lesion cerebral tras la
apoplejia, lesion del tejido cardiaco debido a isquemia miocardial, lesién pulmonar tal como la que se produce en el
sindrome disneico del adulto; la inflamacién que acompaiia a la infeccién, tal como sepsis, choque séptico, sindrome
de choque tdxico, otras condiciones inflamatorias asociadas con 6rganos o tejidos particulares, tales como nefritis (p.
ej., glomerulonefritis), apéndice inflamado, gota, vesicula biliar inflamada, enfermedad pulmonar obstructiva crénica,
insuficiencia cardiaca congestiva, diabetes de tipo II, fibrosis pulmonar, enfermedad vascular, tal como aterosclerosis
y restenosis; y aloinmunidad que conduce al rechazo de transplantes.

La actividad bioldgica de los compuestos de la presente invencién se determind en los siguientes experimentos in
Vitro € in vivo:

1. Ensayo de union al receptor humano de glucocorticoides

Se clona el gen para la isoforma alfa del receptor humano de glucocorticoides (EMBL Acc. No. M10901) por
una reacién en cadena de la polimerasa inversa. Se afsla el ARN total de linfocitos de sangre periférica humana
siguiendo las instrucciones del fabricante (Qiagen), se transcribe en ADNc con transcriptasa inversa AMV (Roche) a
50°C durante 45 minutos y el gen se multiplica mediante cebadores especificos

1) 5" ATATGGATCCCTGATGGACTCCAAAGAATCATTAACTCC 3'y
2) 5"ATATCTCGAGGGCAGTCACTTTTGATGAAACAGAAG 3'.

y pfx polimerasa (Invitrogen). Las condiciones para la PCR son: desnaturalizacién a 94°C durante 30 segundos, rea-
sociacion de las bases a 55°C durante 30 segundos, 68°C durante 3 minutos, con un total de 36 ciclos; etapa final de
extension a 68 C durante 7 minutos. El producto de reaccién obtenido se clona en el sitio Xhol/BamHI del plasmido
Bluescript KS (Stratagene), se somete a secuenciacion por el método fluorescente didexosi con los cebadores M13 y
M13rev (Microsynth) y después se clona en el sitio Xhol/BamHI del plasmido pcDNA3.1 hygro(+) (Invitrogen Life
Technologies). Se siembran 1x10° células COS-1 en una placa de 12 pocillos (Falcon) en medio DMEM (Invitrogen
Life Technologies) con 10% de FBS (Biowhitaker) y se cultivan hasta 70% de confluencia a 37°C en una atmésfera
con 5% de CO,. Se separa el medio y se afiade 1 ug de ADN, 7 ul de reactivo PLUS y 2 ul de Lipofectamina (Life
Technologies) en 500 ul DMEM a cada pocillo. Las células se incuban a 37°C en una atmdsfera con 5% de CO, y
después de 5 horas se afiade el mismo volumen de 20% de FBS/DMEM. Después de 24 horas, se cambia el medio
completamente. 48 horas después de la transfeccidn, se afiaden los compuestos de ensayo en diferentes concentracio-
nes y [*H]dexametasona (Pharmacia) 24 nM en medio DMEM. Las células se incuban durante 90 minutos a 37°C en
una atmdsfera con 5% de CO,, se lavan tres veces con tampén PBS (Sigma) enfriado a 4°C (pH = 7,4) y después se
lisan en tampdn Tris (pH = 8,0) (Sigma) con 0,2% de SDS (Sigma). Después de la adicién de liquido de centelleo
UltimaGold XR (Packard), se lee la radiactividad residual en un contador de centelleo-8 Tricarb (Packard).

2. Ensayo de inbicion de la proliferacion de hibridoma 13 de células T de raton como resultado de la induccion
de apoptosis

En una placa de 96 pocillos, se hacen triplicados de dilucién de esteroide de ensayo en medio RPMI (Institute of
Immunology, Zagreb) con 10% de FBS. A las soluciones de los compuestos, se afiaden 20000 células por pocillo y se
incuban durante una noche a 37°C en una atmdésfera con 5% de CO,, después se afiade 1 uCi de [*H]timidina (Pharma-
cia) y la mezcla se incuba durante 3 horas mds. Las células se recogen aplicando vacio sobre un filtro GF/C (Packard).
A cada pocillo, se afiaden 30 ul de liquido de centelleo Microscynt O (Packard) y se mide la radiactividad incorporada
usando un contador de centelleo-83 (Packard). La especificidad de la induccién de apoptosis por los glucocorticoides
se demuestra por el antagonismo de la inhibicion de la proliferaciéon con mifepristona (Sigma).

3. Modelo de eosinofilia pulmonar en ratones

Cierto numero de ratones Balb/C machos con un peso corporal de 20-25 g se distribuyen aleatoriamente en grupos
y se sensibilizan con una inyeccion i.p. de ovalbimina (OVA, Sigma) el dia cero y el dia catorce. El dia veinte, los
ratones se someten a un ensayo de provocacion por aplicacién i.n. (intranasal) de OVA (control positivo o grupos
de ensayo) o PBS (control negativo). 48 horas después de la aplicacién i.n. de OVA, los animales se anestesian y
los pulmones se lavan con 1 mL de PBS. Las células se separan en una citocentrifugadora Cytospin 3 (Shandon). Las
células se tinen con Diff-Quick (Dade) y se determina el porcentaje de eosindfilos por recuento diferencial de al menos
100 células.

Se usan fluticasona y beclometasona como sustancias anti-inflamatorias patrén.
Los compuestos se administran diariamente i.n. o i.p. en diferentes dosis 2 dias antes del ensayo de provocacién
y hasta la finalizacién del ensayo. Los compuestos se administran suspendidos ya sea en carboximetil celulosa o en

solucién de lactosa.
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4. Modelo de supresion de corticosterona y reduccion del tamariio del timo en ratas

Cierto numero de ratas Wistar machos con un peso corporal entre 200 y 250 g se distribuyeron aleatoriamente. Los
compuestos de ensayo y glucocorticoides estdndar se aplican por via s.c. una vez al dia durante tres dias. El tercer dia,
las ratas se someten a estrés por frio (4°C, durante una hora), se anestesian con tiopenetal (Pliva Inc.) y se extrae sangre
en heparina. Se extirpa el timo completo de cada animal y se pesa inmediatamente. Se aguarda el plasma a -70°C hasta
que se ensaya. Se extrae corticosterona con cloroformo (5 mL) de 1 mL de plasma, o de diluciones estandar de corticos-
terona en PBS, los compuestos interferentes se lavan con NaOH 0,1 M y se afiade 4cido sulfirico:H,0:C,H;OH=8:2:1.
Se mide la fluorescencia 60 minutos mas tarde, la longitud de onda de excitacién/emisién es 470/530.

5. Determinacion in vitro de la secrecion de TNF-a e IL-18 en células mononucleares de sangre periférica humana

Se preparan células mononucleares de sangre periférica (PMBC) a partir de sangre completa heparinizada después
de la separacién de PMBC en Ficoll-Hypaque (Amersham-Pharmacia). Para determinar el nivel de TNF-a, se cultivan
3,5-5x10* células en un volumen total de 200 ul en un intervalo de 18 a 24 horas en placas de fondo plano de microtitulo
(96 pocillos, Falcon) en medio RPMI 1640 enriquecido con 10% de suero AB humano inactivado con calor (Croatian
Centre For Transfusion Medicine, Zagreb), 100 unidades/mL de penicilina, 100 mg/mL de estreptomicina y 20 mM
de HEPES (Invitrogen Life Technologies). Las células se incuban a 37°C en una atmésfera con 5% de CO, y 90% de
humedad. Las células de un control negativo se cultivan sélo en el medio (NC), mientras que la secrecién de TNF-
a en un control positivo fue estimulada por adicién de 1 pug/mL de lipopolisacdrido (LPS, E. coli serotipo 0111:B4,
SIGMA) (PC) y el efecto de las sustancias de ensayo sobre la secrecion de TNFa se ensaya después de su adiciéon a
cultivos de células estimulados con LPS (TS). El nivel de TNF-a en el sobrenadante celular se determina por ELISA
de acuerdo con las instrucciones del fabricante (R&D Systems). La sensibilidad del ensayo era de TNF-a <3 pg/ml.
La determinacion del nivel de IL-18 se realiza como se describe para la determinacién de TNF-a, s6lo que se usan
1x10° célula/pocillo y 0,1 ng/mL de LPS. El nivel de IL-13 se determina por ELISA (R&D Systems). La inhibicién
porcentual de la produccién de TNF-a o IL-18 se calcula por la siguiente ecuacién:

% de inhibicién = [1-(TS-NC)/(PC-NC)]x 100

El valor CI-50 se define como la concentracién de la sustancia a la que se inhibe el 50% de la produccién de TNF-
a. Los compuestos que presentan valores de CI-50 en concentraciones de 20 uM o menores se consideran activos. La
CI-50 se calcula usando el programa de ordenador Graf Pad Prism.

6. Determinacion de la secrecion de TNF-a por células RAW 264.7

Las células se cultivan en 10% de suero bovino fetal (FBS) en medio DMEM (Invitrogen Life Technologies) a 37°C
en una atmoésfera con 5% de CO, y 90% de humedad. Se cultivan 20000 células/pocillo en una placa de 96 pocillos
(Falcon). Las células en un control negativo se cultivan s6lo en el medio (NC), mientras que la secreciéon de TNF-«a
en un control positivo fue estimulada por adicién de 500 pg/mL de lipopolisacarido (LPS, E. coli serotipo 0111:B4,
SIGMA) (PC) y el efecto de las sustancias de ensayo sobre la secrecion de TNF-a se ensaya después de su adicién a
cultivos de células estimulados con LPS (TS). El nivel de TNF-a en el sobrenadante celular se determina por ELISA
de acuerdo con las instrucciones del fabricante (R&D Systems, Biosource). La inhibicién procentual de la produccién
de TNF-a se calcula por la siguiente ecuacion:

% de inhibicién = [1-(TS-NC)/(PC-NC)]x 100

El valor CI-50 se define como la concentracién de la sustancia a la que se inhibe el 50% de la produccién de TNF-
a. Los compuestos que presentan valores de CI-50 en concentraciones de 10 uM o menores se consideran activos.

7. Ensayo de inhibicion de prostaglandina-H sintasa-1 humana (hPGH-1) y prostaglandina-H Sintasa-2 humana
(hPGH-2)

Se amplifican genes que codifican hPGH-1 y hPGH-2 mediante PCR usando platino pfx ADN polimerasa (Invi-

trogen Life Technologies) obtenida de un banco de ADNc de placenta humana (Stratagene). Las secuencias de los
cebadores que se usan para hPGH-1 son:

5' ATATAAGCTTGCGCCATGAGCCGGAGTCTTC 3'y
5' ATATGGATCCTCAGAGCTCTGTGGATGGTCGC 3';
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para hPGH-2:

5" ATATAAGCTTGCTGCGATGCTCGCCCGC 3'y
5" ATATGGATCCCTACAGTTCAGTTCAGTCGAACGTTC 3.

Los productos de la PCR se clonan en los sitios de restriccién HindIIl y BamHI del plasmido pcDNA3.1 Hygro(+)
(Invitrogen Life Technologies), y las secuencias se confirman por secuenciacion.

La transfeccién se realiza en células COS-7 (ATCC), las células se cultivan 10% de suero bovino fetal (FBS)
en medio DMEM (Invitrogen Life Tecnologies), 37°C en una atmésfera con 5% de CO, y 90% de humedad, hasta
confluencia completa en una placa de 24 pocillos (Falcon). Se combina 1 ug de ADN plasmidico (pcDNA Hygro
3.1 (+) que contiene el gen PGH-1 o PGH-2, o pcDNA Hygro 3.1 (+) para muestras que hacen de control negativo)
con 1,5 ul Lipofectamina 2000 (Invitrogen Life Technologies), siguiendo las recomendaciones del fabricante. 24-48
horas después de la transfeccion, se afiaden los compuestos ensayados en DMEM se afiaden a las células sin retirar el
medio, y después de 40 minutos, se afiade dcido araquidénico (Sigma) hasta una concentracién final 20 uM. Después
de 30 minutos, se retiran los sobrenadantes y se mide PGE-2 con un kit de ensayo de PGE-2 (Cayman) siguiendo las
instrucciones del fabricante. No se detecta produccién alguna de PGE-2 en el control negativo.

El % de inhibicién se calcula por la siguiente ecuacion:

% de inhibicion = (1- concentracién de PGE-2 en la muestra /concentracion de PGE-2
en el control positivo)*100

8. Modelo in vivo de secrecion excesiva de TNF-« inducida por LPS en ratones

Se induce secrecion de TNF-a en ratones de acuerdo con el método descrito previamente (Badger A. M. Et al., J.
of Pharmac. and Env. Therap. 279 1996 1453-1461). En el ensayo, se usan ratones BALB/c machos de 8 a 12 semanas
de edad en grupos de 6 a 10 animales. Los animales se tratan p.o. o bien s6lo con el disolvente (en un control negativo
y un control positivo) o con soluciones de la sustancia 30 minutos antes del tratamiento i.p. con LPS (E. coli serotipo
0111:B4, Sigma) en una dosis de 25 ug/animal. Dos horas después se lleva a cabo la eutanasia a los animales mediante
inyeccién i.p. de Roumpun (Bayer) y Ketanest (Park-Davis). Se extrae una muestra de ensayo de cada animal en un
tubo “vacutaner” (Becton Dickinson) y se separa el plasma de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. El nivel
de TNF-a en el plasma se determina por ELISA (Biosource, R&D Systems) de acuerdo con la procedimiento prescrito
por el fabricante. La sensibilidad del ensayo era de TNF-a <3 pg/ml. La inhibicién procentual de la produccién de
TNF-ase calcula por la siguiente ecuacién:

% de inhibicién = [1-(TS-NC)/(PC-NC)]x 100

Los compuestos que presentan un 30% o mds de inhibicién de la produccién de TNF-« a una dosis de 10 mg/kg
se consideran activos.

9. Ensayo de dolor agudo que produce contorsiones para determinar la actividad analgésica

En este ensayo, se induce dolor agudo con una inyeccién de un irritante, normalmente dcido acético, en la cavidad
peritoneal de ratones. Los animales responden contorsiondndose de forma caracteristica, lo que da nombre al ensayo
(Collier H. O. J. et al. Pharmac. Chemother. 1968, 32, 295-310; Fukawa K. et al. J. Pharmacol. Meth., 1980, 4,
251-259; Schweizer A. et al. Agents Actions, 1988, 23, 29-31). El ensayo es adecuado para la determinacién de la
actividad analgésica de compuestos. Procedimiento: Se usan ratones BALB-/c machos (Charles River, Italia) de 8 a
12 semanas de vida. Se administra metilcelulosa p.o. a un grupo control, 30 minutos antes de la administracién i.p. de
acido acético en una concentracién de 0,6%, mientras que, a los grupos de ensayo, se administra una sustancia estandar
(4cido acetilsalicilico) o sustancia de ensayo en metilcelulosa p.o. 30 minutos antes de la administracién i.p. de 0,6%
de 4cido acético (volumen 0,1 mL/10 g). Los ratones se ponen individualmente en embudos de vidrio y se registra el
nimero de contorsiones de cada animal durante un periodo de 20 minutos. La inhibicién porcentual de contorsiones
se calcula de acuerdo con la ecuacién:

% de inhibicién = (valor medio del nimero de contorsiones en el grupo de control - nimero de contorsiones
en el grupo de ensayo) / niimero de contorsiones en el grupo de control x 100.

Los compuestos que presentan la misma actividad analgésica, o mejor, que el dcido acetilsaliciclico se consideran
activos.
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10. Modelo in vivo de choque inducido por LPS en ratones

Se usan ratones BALB/c machos (Charles River, Italia) de 8 a 12 semanas de vida. LPS aislado de Serratia marces-
cens (Sigma, L-6136) se diluye en solucidn salina estéril. La primera inyeccion LPS se administra indradérmicamente
a una dosis de 4 ug/ratén. 18 a 24 horas mas tarde LPS se administra i.v. en una dosis de 200 ug/ratén. A un grupo
control, se administran dos inyecciones de LPS de la manera descrita anteriormente. Los grupos de ensayo reciben las
sustancias p.o. media hora antes de cada administracién de LPS. Se observa la supervivencia después de 24 horas.

Los compuestos que producen como resultado una supervivencia de 40% o mejor a una dosis de 30 mg/kg se
consideran activos.

Los compuestos se consideran activos si presentan un resultado estadisticamente significativo (por el ensayo de la
t de Student, p<0,05) en al menos dos de los ensayos anteriores. Las cantidades molares de compuesto usado estdn
por debajo de la cantidad umbral de macrélido (por encima de 30 um) para ejercer un efecto antiinflamatorio suave
como se indica en la bibliografia.
Meétodos y ejemplos de sintesis

Preparacion de intermedios

Intermedio A

fe) (0] 0

O
I o Il 7
o NHCH:CNH(;HC-N:%?H—CNHCHzC\OH
Gz cry '
1
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.u\\\\ H3C CH.’}
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Se puso resina de cloruro de 2-clorotritilo (1 eq = 0,5 mmol, 600 mg) en una columna de vidrio equipada con un
filtro de tipo frita de vidrio grueso y se dejé expandir en DCM durante 10 min. Después la resina se filtré y se lavo
tres veces con DCM. Después de lavarla con DMF la resina se cargé con N-R-Fmoc-glicina por adicién de 2,0 mL de
una solucién 0,6 M del aminodcido en DMF y 0,630 ml de N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) y se mezcl6. Después
de 5 min se afiadieron 0,315 ml de DIPEA. Después de mezclar durante 50 min se afiadié una cantidad de 0,5 ml de
metanol. Después de 10 min la resina se filtrd y se lavé diez veces con DCM, DMF y metanol.

Desproteccion

Se prepararon diferentes soluciones de piperidina en DMF y se vertieron sobre las perlas somo sigue:

5% de piperidina/DMF 10 min (~ 10 ml)

30% de piperidina/DMF 15 min (~ 10 ml)

50% de piperidina/DMF 30 min (~ 10 ml)

Después de la desproteccidn la resina se lavé con DMF.

El segundo aminoacido, Fmoc-Leucina (1060 mg, 3 mmol) y hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametiluronio (HBTU) se disolvieron en 3 mL. de DMF y, con 0,216 mL (5 mmol) de DIPEA, se afiadieron rdpida
y simultdneamente a la mezcla de monémero/resina en el tubo de reaccidn.

Bloqueo terminal

Se prepar6 una solucién de 10 eq (2,04 ml) de anhidrido acético y 10 eq (3,48 ml) de DIPEA en 5 ml de DMF. Se
afiadieron 2,5 ml de esta solucidn a la mezcla de reaccion durante 5 min.

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2325495 T3

El segundo aminoécido se desprotegié con una solucién de piperidina en DMF como sigue:
30% de piperidina/DMF 2 min (~ 10 ml)
30% de piperidina/DMF 2 min (~ 10 ml)
30% de piperidina/DMF 5 min (~ 10 ml)
30% de piperidina/DMF 5 min (~ 10 ml)

y se lavé con una gran cantidad de DMF.

Se repitié el mismo procedimiento de acoplamiento y desproteccion para el tercer aminoacido

Fmoc-fenilalanina, 1162 mg, 3 mmol

HBTU, 1081 mg/3 ml DMF

DIPEA, 0,87 ml

y el cuarto aminoacido

Fmoc-glicina, 892 mg, 3 mmol

HBTU, 1081 mg /3 ml DMF

DIPEA, 0,87 ml

seguido de filtracion y lavado con DMF.

A la mezcla de tetrapéptido/resina en el tubo de reaccidn, se afiadi6 la mezcla de dcido dexametasénico (567 mg,
3eq), HBTU (540 mg, 3,8 eq) y 0,435 ml de DIPEA en 3 ml de DMF, se mezcl6 y se dejé estar durante una noche.
Bloqueo terminal

Se afiadi6 solucién de 0,5 ml de anhidrido acético y 0,5 ml de DIPEA en 3 ml de DMF a la mezcla de reaccién
durante 5 min, y luego se lavé con DCM, DMF y MeOH y se sec6 a vacio.

Escision de la resina

Se vertieron 10 ml de una solucién de cido trifluoroacético al 50% en DCM encima de las perlas y se mezcld
durante 15 min. Los reactivos se separaron por filtracién y las perlas se lavaron 2 veces con DCM. Se repiti6 el mismo
procedimiento con los siguientes 10 ml de dcido.

El disolvente recogido se evapor6 separando el exceso de TFA por adicién de una cantidad de éter dietfiilico. Se
aislaron 60,1 mg de Intermedio A. MS (m/z): 753,3 [MH]*.

Ejemplo I

Compuesto 1 (Dexametasona-Gly-Phe-Leu-Gly-Azitromicina)
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Se disolvi6 Intermedio A (57 mg; 0.076 mmole) en CH,Cl, seco (5 mL) en una atmdsfera inerte y se enfrié a
0°C. Se afiadieron 0,115 mL de N,N-diisopropiletilamina y 20,5 mg de 1-hidroxibenzotriazol, seguidos de la adicién
del compuesto 9-desoxo-9a-aza-9a-(y-aminopropil)-9a-homoeritromicina A (60 mg; 0,076 mmol) e hidrocloruro de
1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (57,6 mg, 0,30 mmol). La mezcla de reaccién se agit6 en una corriente
de argén a temperatura ambiente durante 24 horas y después se evapord hasta un volumen mds pequefio a presion
reducida y se purific6 en una columna de gel de silice (eluyente: CHCl;:CH;OH:NH,OH = 6:1:0,1). Se obtuvieron 14
mg de compuesto 1; MS (m/z): 1527,3 [MH]*. IR(cm™")/KBr: 3415, 2969, 2939, 2874, 1664, 1528, 1458, 1378, 1262,
1168, 1107, 1054, 1013, 959, 894, 803, 702.

Intermedio B
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Se puso resina de cloruro de 2-clorotritilo (1 eq = 0,5 mmol, 600 mg) en una columna de vidrio equipada con un
filtro de tipo frita de vidrio grueso y se dejé expandir en DCM durante 10 min. Después la resina se filtré y se lavo
tres veces con DCM. Después de lavarla con DMF la resina se cargé con N-R-Fmoc-glicina por adicién de 2,0 mL de
una solucién 0,6 M del aminoacido en DMF y 0,630 ml de N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) y se mezcld. Después
de 5 min se afiadieron 0,315 ml de DIPEA. Después de mezclar durante 50 min se afiadié una cantidad de 0,5 ml de
metanol. Después de 10 min la resina se filtré y se lavé diez veces con DCM, DMF y metanol.

Desproteccion
Se prepararon diferentes soluciones de piperidina en DMF y se vertieron sobre las perlas somo sigue:
5% de piperidina/DMF 10 min (~ 10 ml)
30% de piperidina/DMF 15 min (~ 10 ml)
50% de piperidina/DMF 30 min (~ 10 ml)

Después de la desproteccidn la resina se lavé con DMF.

El segundo aminodcido, Fmoc-Leucina (1060 mg, 3 mmol), y hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-
1,1,3,3-tetrametiluronio (HBTU) se disolvieron en 3 mL de DMF y, con 0,216 mL (5 mmol) de DIPEA, se afiadieron
rdpida y simultdneamente a la mezcla de monémero/resina en el tubo de reaccion.

Bloqueo terminal

Se prepar6 una solucién de 10 eq (2,04 ml) de anhidrido acético y 10 eq (3,48 ml) de DIPEA en 5 ml de DMF. Se
afiadieron 2,5 ml de esta solucidon a la mezcla de reaccién durante 5 min.

El segundo aminodcido se desprotegié con una solucién de piperidina en DMF como sigue:
30% de piperidina/DMF 2 min (~ 10 ml)
30% de piperidina/DMF 2 min (~ 10 ml)
30% de piperidina/DMF 5 min (~ 10 ml)
30% de piperidina/DMF 5 min (~ 10 ml)

y se lavé con una gran cantidad de DMF.
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Se repitidé el mismo procedimiento de acoplamiento y desproteccién para el tercer aminodcido:
Fmoc-fenilalanina, 1162 mg, 3 mmol

HBTU, 1081 mg/3 ml DMF

DIPEA, 0,87 ml

y para el cuarto aminodcido:

Fmoc-glicina, 892 mg, 3 mmol

HBTU, 1081 mg /3 ml DMF

DIPEA, 0,87 ml

s6lo despuées de acoplar el cuarto aminodcido es cuando se separ6 el grupo protector Fmoc.

Después de filtrar y lavar con DMF se separd el producto de la resina:

Se vertieron 10 ml de una solucién de acido trifluoroacético al 50% en DCM encima de las perlas y se mezcld
durante 15 min. Los reactivos se separaron por filtracion y las perlas se lavaron 2 veces con DCM. Se repitié el mismo
procedimiento con los siguientes 10 ml de dcido.

El disolvente recogido se evapor$ separando el exceso de TFA por adicién de una cantidad de éter dietilico. Se
aislaron 109,1 mg de Intermedio B1. MS (m/z): 715,6 [MH]*

0 o o
I [\ It 4
o NHCH.CNHCHC -NHCH—CNHCH,CZ__,
“ ', | \O.‘l
T Sy L,
|
CH
0 AN
HyC CH,

Intermedio Bl

Se puso resina de cloruro de 2-clorotritilo (1 eq = 0,352 mmol, 326 mg) en una columna de vidrio equipada con un
filtro de tipo frita de vidrio grueso y se dejé expandir en DCM durante 10 min. Después la resina se filtré y se lavo tres
veces con DCM. Después de lavar con DMF la resina se cargé con un compuesto Intermedio B1 por adicién de 259
mg (0,422 mmol) disuelto en 2 ml de DMF y 0,150 ml de N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) y se mezclé. Después de
5 min se afiadieron 0,230 ml de DIPEA. Después de mezclar durante 50 min se afiadi6 una cantidad de 0,355 ml de
metanol. Después de 10 min la resina se filtré y se lavé diez veces con DCM, DMF y metanol.

Desproteccion

Se prepararon diferentes soluciones de piperidina en DMF y se vertieron sobre las perlas somo sigue:

5% de piperidina/DMF 10 min (~ 10 ml)

30% de piperidina/DMF 15 min (~ 10 ml)

50% de piperidina/DMF 30 min (~ 10 ml)

Después de la desproteccion la resina se lavé con DMF.
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Se disolvieron 377 mg (1,055 mmol) de indometacina y 533 mg (1,41 mmol) de hexafluorofosfato de 2-(1-H-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (HBTU) en 3 mL de DMF y se afadieron rdpida y simultdneamente con
0,602 mL (3,52 mmol) de DIPEA a la mezcla de polimero/resina en el tubo de reaccién.

Bloqueo terminal

Se afiadi6 una solucién de 0,5 ml de anhidrido acético y 0,5 ml de DIPEA en 3 ml de DMF a la mezcla de reaccion
durante 5 min, se filtré y se lavé con DCM, DMF y MeOH.
Escision de la resina

Se vertieron 10 ml de una solucién de 4cido trifluoroacético al 50% en DCM encima de las perlas y se mezclé
durante 15 min. Los reactivos se separaron por filtracion y las perlas se lavaron 2 veces con DCM. Se repiti6 el mismo
procedimiento con los siguientes 10 ml de acido.

El disolvente recogido se evapord separando el exceso de TFA por adicién de una cantidad de éter dietdiilico. Se
aislaron 210,8 mg de producto Intermedio B. MS (m/z): 732,66 [MH]*

Ejemplo 1T

Compuesto 2 (Indometacina-Gly-Phe-Leu-Gly-Azitromicina)

ﬁ Y

N

o__

o]
]
H"%—CNHCHCNHCH—-"NH"H C ]
|
H, pH,‘,

I-~C'\” \H\

El Intermedio B (200 mg; 0,27 mmol) se disolvié en CH,Cl, seco (5 mL) en una atmésfera inerte. Se afiadieron
0,416 mL (2,14 mmol) de N,N-diisopropiletilamina y 74 mg (0,55 mmol) de 1-hidroxibenzotriazol, seguidos de la
adicién del compuesto 9-desoxo-9a-aza-9a-(y-aminopropil)-9a-homoeritromicina A (216,6 mg; 0,27 mmol) e hidro-
cloruro de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (188 mg, 1,09 mmol). La mezcla de reaccién se agité en una
corriente de argén a temperatura ambiente durante 24 horas y después se evapord hasta un volumen més pequefio a
presion reducida y se purificé en una columna de gel de silice (eluyente: CHCl;:CH;OH:NH,OH = 6:1:0,1). Se obtu-
vieron 70 mg de compuesto 2; MS (m/z): 1505,8 [MH]*. IR(cm™")/KBr: 3654, 3633, 3425, 3084, 2970, 2936, 1720,
1652, 1637, 1545, 1439, 1368, 1309, 1230, 1179, 1111, 1089, 1055, 1013, 867, 803, 739, 700, 643.
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Ejemplo III

Siguiendo el procedimiento general del Ejemplo I y y utilizando los agentes reaccionantes apropiados se obtienen

los siguientes compuestos:

Compuesto 3:
Compuesto 4:
Compuesto 5:

Compuesto 6:

Ejemplo IV

Siguiendo el procedimiento general del Ejemplo II y utilizando los agentes reaccionantes apropiados se obtienen

los siguientes compuestos:

o
It

| |
1
—

ES 2325495 T3

O o o

[ [ /
NHCH,CNHCHCNHCH-CNHCH,C< N/\/\N/\<_L0H
H

l

oH, G, oM
CcH HO

A TVAN o

\

7

o)

R,=F; R,=F; R,=OH

Rl =F; R2=H; R3=H

R;=F; R,=F; R;=H

R, =H; R,=F; R;=OH

V-Gly-Phe-Leu-Gly-M

Compuesto A\
7 CH,
CH
H,C ?
OH
)
8 F O
O O "
CH,
9 CH,
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Compuesto

10

11

12

13

CH;

14

OH

15
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Compuesto A%
16 ROF
HyC
H
N N
A
= 0]
HO
17 Q
ONa cl
5\ Ij
N
Cl
18 o /CH3
N
W,
H,C
(0]

Abreviaturas
pyr: piridina
NEt;: trietilamina
4-PP: 4-pirrolopiridina
DMAP: 2,6-dimetilaminopiridina
DIPEA: N,N-diisopropiletilamina
DMEF: dimetilformamida

TFA: acido trifluoroacético
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de Férmula I:

en la que

M representa una subunidad macrélido que posee la propiedad de acumularse en las células inflamatorias en donde
M representa un grupo de Férmula II:

en donde:

®

(ii)
(iii)
(iv)

Z—W
9

H:C -
\/9 8a

10 5
3
L 1
;

=5

/h 3G
R® 0

0]

m

2
3
)1
2

Z 'y W independientemente son: >C=0, >CH,, >CH-NR(R;, >N-Ry 0 >C=N-Ry, 0 un enlace en donde:
R, y R independientemente son hidrégeno o alquilo;
Ry, es hidroxi, alcoxi, alcoxi sustituido o ORP;

Ry es hidrégeno, RP, alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi, alcoxialquilo, o -C(X)-NRR;; en donde X es
=00 =S;

siempre que Z y W no puedan ser simultdneamente >C=0, >CH,, >CH-NRR;, >N-Ry 0 >C=N-Ry; o un
enlace,

U e Y independientemente son hidrégeno, halégeno, alquilo, o hidroxialquilo;
R! es hidroxi, ORP, grupo -O-S? o0 un =0;

S! es un resto de azicar de férmula:

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

)

(vi)
(vii)
(viii)
(ix)
(x)

(xi)
(xii)

(xiii)

ES 2325495 T3

en donde
R® y R® son ambos hidrégeno o juntos forman un enlace, o R® es hidrégeno y R® es -N(CH;)R?, en donde

RY es R?, R” 0 -C(O)R” en donde R” es hidrégeno o alquilo o alquenilo o alquinilo o cicloalquilo o arilo
o heteroarilo o alquilo sustituido con alquilo C,-C,, alquenilo C,-C; alquinilo C,-C;, arilo o heteroarilo

R0 hidrégeno o RP;

S? es un resto de azicar de férmula:

en donde:
R¥ es hidrégeno o metilo;

R'" es hidrégeno, RP o O-R'' es un grupo que con R'? y con el dtomo de carbono C/4” forma un grupo
>C=0 o epoxi;

R'? es hidrégeno o un grupo que con el grupo O-R!'"' y con el 4tomo de carbono C/4” forma un grupo >C=0
0 epoxi;

R? es hidrégeno, hidroxi, ORP o alcoxi;

A es hidrégeno o metilo;

B es metilo or epoxi;

E es hidrégeno o halégeno;

R? es hidroxi, ORP, alcoxi o R?® es un grupo que con R® y con los dtomos de carbono C/11 y C/12 forman
un carbonato o carbamato ciclico; o si W 0 Z es >N-Ry, R? es un grupo que con W o Z forma un carbamato
ciclico;

R* es alquilo C,-Cy;

R’ es hidrégeno, hidroxi, ORP, alcoxi C;-C,, 0 un grupo que con R* y con los dtomos de carbono C/11 y
C/12 forma un carbonato o carbamato ciclico;

R® es hidrégeno o alquilo C,-Cy;

en donde M tiene un sitio de enlace a través del cual se enlaza a V via un grupo de enlace L; siempre que el sitio

de enlace esté en uno o mas de los siguientes:

a) cualquier grupo hidroxi, nitrégeno o epoxi reactivo situado en S', S?, o un oxigeno de aglicona si
S!' o/y S? se separan por escision;

b) un grupo reactivo >N-Ry o -NRR; u =0 localizado en Z o W;
c) un grupo hidroxi reactivo localizado en uno cualquiera de R!, R?, R3, y R%;

d) cualquier otro grupo que pueda modificarse primero para dar un grupo hidroxi o -NRR; y

RP es hidroxilo o un grupo protector de amino;

V es una subunidad antiinflamatoria elegida del grupo que consiste en subunidad antiinflamatoria esteroidea y

subunidad antiinflamatoria no esteroidea; y
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L es una molécula enlazadora a la que se unen covalentemente cada uno de M y V, en donde L representa un
enlazador polipeptidico elegido del grupo que consiste en:

Gly-Phe-Leu, Gly-Gly-Phe, Gly-Phe-Phe, Gly-Phe-Gly, Gly-Leu-Gly, Gly-Val-Ala, Gly-Phe-Ala, Gly-Leu-Phe,
Gly-Leu-Ala, Ala-Val-Ala, Gly-Gly-Phe-Leu, Gly-Phe-Leu-Gly, Gly-Phe-Ala-Leu, Ala-Leu-Ala-Leu, Gly-Phe-Phe-
Leu, Gly-Leu-Leu-Gly, Gly-Phe-Tyr-Ala, Gly-Phe-Gly-Phe, Ala-Gly-Val-Phe, y Gly-Phe-Phe-Gly;

y sus sales y solvatos farmacéuticamente aceptables y sus diastereoisémeros individuales.

2. Un compuesto segin la reivindicacién 1 en donde la subunidad antiinflamatoria V es una subunidad antiinfla-
matoria esteroidea representada por la Férmula X:

en donde
R* y R® independientemente representan, hidrogeno o halégeno;
R¢ es hidroxi, alcoxi, alquilo, tiocarbamoilo, carbamoflo o un enlace de valencia;

R? y R® independientemente representan: hidrégeno, hidroxi, metilo o alcoxi C,-C, o cada uno es un grupo que
forma un anillo de 1,3-dioxolano con el otro enlace o un enlace de valencia;

R’ es hidrégeno, hidroxi, chloro, o forma un grupo ceto con el 4tomo de carbono al que estd unido;

R es hidrégeno o halégeno.

3. Un compuesto segun la reivindicacién 1 en donde la subunidad antiinflamatoria V es una subunidad antiin-
flamatoria no esteroidea obtenida a partir de los AINEs seleccionados de: por ejemplo, los AINE disponibles en el
mercado aceclofenaco, acemetacina, acetaminofeno, acetaminosalol, dcido acetil-salicilico, 4cido acetil-salicilico-2-
amino-4-picolina, 4cido 5-aminoacetilsalicilico, alclofenaco, aminoprofeno, amfenaco, ampirona, ampiroxicam, ani-
leridina, bendazaco, benoxaprofeno, bermoprofeno, a-bisabolol, bromfenaco, acetato del 4dcido 5-bromosalicilico,
bromosaligenina, dcido bucldxico, butibufeno, carprofeno, celecoxib, cromoglicato, cinmetacina, clidanaco, clopira-
co, diclofenaco sédico, diflunisal, ditazol, droxicam, acido enfenamico, etodolaco, etofenamato, felbinac, fenbufeno,
acido fenclézico, fendosal, fenoprofeno, fentiazaco, fepradinol, flufenaco, acido flufendmico, flunixina, flunoxapro-
feno, flurbiprofeno, glutametacina, salicilato de glicol, ibufenaco, ibuprofeno, ibuproxam, indometacina, indoprofe-
no, isofezolaco, isoxepaco, isoxicam, cetoprofeno, cetorolaco, lornoxicam, loxoprofeno, dcido meclofendmico, acido
mefendmico, meloxicam, mesalamina, dcido metiazinico, mofezolaco, montelukast, nabumetona, naproxeno, acido
niflimico, nimesulida, olsalazina, oxaceprol, oxaprozin, oxifenbutazona, paracetamol, parsalmida, perisoxal, salicila-
to de fenil-acetilo, fenilbutazona, fenilsalicilato, pirazolaco, piroxicam, pirprofeno, pranoprofeno, acido protizinico,
reserveratol, salacetamida, salicilamida, dcido salicilamida-O-acético, acido salicilsulfurico, salicina, salicilamida, sal-
salato, sulindaco, suprofeno, succibutazona, tamoxifeno, tenoxicam, 4cido tiaprofénico, tiaramida, ticlopridina, tinori-
dina, 4cido tolfendmico, tolmetin, tropesin, xenbucin, ximoprofeno, zaltoprofeno, zomepiraco, tomoxiprol, zafirlukast
y ciclosporina.
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4. Un compuesto segtn la reivindicacién 1 en donde Z y W juntos son:
-N(CH;)-CH;-, -NH-CH,-, -CH,-NH-, -C(0O)-NH- o -NH-C(O)-;

A'y B son metilo;

E es hidrégeno;

R? es hidroxi o metoxi;

S! representa desosamino azicar en donde R® se selecciona de: hidrégeno, metilo, amino, alquil C,-C¢ amino o di
(alquil C,-C¢)amino;

R’ y R'" son hidrégeno;
R! es hidroxi o el grupo O-S? en donde S? representa un azicar cladinosa en donde:

R es hidrégeno, o O-R'" es un grupo que con R'? y con el dtomo de carbono C/4” forma un grupo >C=0 o epoxi;
R'"? es hidrégeno o un grupo que con O-R'! y con el dtomo de carbono C/4” forma un grupo >C=0 o epoxi;

R" es metilo;

U es hidrégeno;

Y es metilo;

R® es hidroxi, metilo o etilo;

R’ es hidrégeno, hidroxi, metoxi o un grupo que con R* y con los dtomos de carbono C/11 y C/12 forma un puente
carbonato o carbamato ciclico;

R? es hidroxi o un grupo que forma un puente carbamato ciclico con W o Z, o

R? es un grupo que con R’ y con los dtomos de carbono C/11 y C/12 forma un puente carbonato o carbamato
ciclico;

R* es metilo;

siempre que el enlace sea a través del nitrégeno de Z en posicion N/9a o a través del carbono de R'? o a través del
oxigeno de R!'' ambos en la posicién C/4” del azicar S>.

5. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde:

la subunidad antiinflamatoria V es una subunidad antiinflamatoria no esteroidea derivada de un AINE seleccionado

de: S-(+)-ibuprofeno, indometacina, flurbiprofeno, naproxeno, ketoprofeno, 4cido acetilsalicilico, sulindaco, etodola-
co, ketorolaco, suprofeno, flunixin, diclofenaco sédico y tolmetin sédico.

6. Un compuesto segtin la reivindicacion 1 que tiene la férmula:

/
—N
o) o) o)
] It ]
NHCH;CNHCHCNHCH-CNHCch
| | OH /
% Q
| .
e o
A o
/
= \

o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo.
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7. Un compuesto segtn la reivindicacién 1 que tiene la férmula:

= G
o\ T

N
/ 0 ﬁ (l? P
NHCH cm:Hc NH"H—"W-(;"\
i N
°\ FET

O "

N
HaC CH3

o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo.

8. Un compuesto segin la reivindicacion 1 que tiene la férmula:

o) o) o
] f <
NHCH,CNHCHCNHCH- CN-lC-LC /\/\

w OH CH, (I:H’

CH
/\

o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo.

9. Un compuesto segtin la reivindicacién 1 que tiene la férmula:

(o] o] O

§i It <
O NHCH,CNHCHCNHCH- "NHCP,u /\/\
| N
HO

&
AT

o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo.
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10. Un compuesto segtn la reivindicacién 1 que tiene la férmula:

o} o} (o]
1} 1 1

| I
CH, CH,

I .
CH
DEA
_

o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo.

o]
‘4
NHCHQCNHCHCNHCH—CNHCHZC< N /\/\N
2} ]

HO

11. Un compuesto segtin la reivindicacién 1 que tiene la férmula:

o} o [e]
1} 0

w OH (E';H (};H2

‘2

" CH
I\ /\
o~

F

o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo.

12. Un compuesto segiin la reivindicacién 1 que tiene la férmula:

'IJ"‘*J
— CHy
Ciy
fo) o] Ls]
\ / 1 SN | //3 /\/\N
Nrecr«;cm(,:-acNH.'.H—cN—i:vC\N ]
ﬂ‘ St cr 4
2 CH
Z 7\
UaT Cely

o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo.
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13. Un compuesto segtn la reivindicacién 1 que tiene la férmula:

[o}

ye
1
NW‘H@.NHCHC NHEH~ CNH"H;" N/\/\
H
o

o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo.

14. Un compuesto segtn la reivindicacioén 1 que tiene la férmula:

Ch,

NH,HchHCH!NHm—CNHmzc /\/\ l

\
C‘-(2 o
HsC \O Fa P ol I
O
=

o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo.

15. Un compuesto segiin la reivindicacion 1 que tiene la férmula:

o [s] [o} 5
LI VPST NIIE N i
NACHLCNHCHT ‘NHTH—ONHACH,C - I
= 1}
CHg ({;.,2 N
cH
I\
L Crh )

o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo.
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16. Un compuesto segun la reivindicacién 1 que tiene la férmula:

fo) ] o}

! & Nrcr—&nsoH 7 /\/\ N
NHCHCNHOHC NHOH—CNHOHC| , oH o

Crs ©
AN

o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo.

17. Un compuesto segun la reivindicacién 1 que tiene la férmula:

CH3

CH, ?Hz H
e] CH
4 7
| HiC CH3
.

o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo.

18. Un compuesto segiin la reivindicacién 1 que tiene la férmula:

T

i
Ha  CH, -

4yl

o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo.

40

o) 9 o o
1 J\ - V4 /_\/\N
NHCHCNHCHC NHCH—CNHCH,C L | o
c

A e Y Y
o] S crH OY\
o]

I < s w:,/,\(

OH o
o o] o]
no gNHCH !:INH-"H;‘,C//O /\/\N o
NHCH;CNHCHC-NAC oHC [ on

OH
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19. Un compuesto segun la reivindicacién 1 que tiene la férmula:

\
—N
o \r\]/
| 5
S s
o4 OH
7 : { o} o 3
o o 5
1 i N
M‘lG‘!)ENH(I:HC -NHL;H—CN%—CH?C’\N/\/\{ o o ~
| Gz CH, N o~
o CH I
AN
CH,3 HO
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o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo.
20. Un compuesto segun la reivindicacién 1 que tiene la férmula:
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o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo.

21. Un compuesto segtn la reivindicacioén 1 que tiene la férmula:
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o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo.
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22. Un compuesto segun la reivindicacién 1 que tiene la férmula:
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o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo.

23. Un compuesto segtin la reivindicacién 1 que tiene la férmula:
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o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato del mismo.

24. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable
de dicho compuesto segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23 asi como un diluyente o vehiculo farmacéutica-
mente aceptable.

25. El uso de un compuesto segtin la reivindicacién 1 para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de
enfermedades, trastornos y afecciones inflamatorias que se caracterizan por o estin asociadas con una respuesta in-
munitaria inflamatoria indeseable, especialmente enfermedades y afecciones inducidas o asociadas con una secrecién
excesiva de TNF-a y IL-1.

26. El uso de un compuesto segun la reivindicacion 1 para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento
de una afeccion inflamatoria o un trastorno inmunitario o anafilactico asociados con la infiltracion de leucocitos en el
tejido inflamado.

27. El uso segtn la reivindicacién 26 en donde dicha afeccion o trastorno se selecciona del grupo que consiste en
asma, sindrome disneico en adultos, bronquitis y fibrosis quistica.

28. El uso segtn la reivindicacion 26 en donde dicha afeccién o trastorno inflamatorio se selecciona del grupo que
consiste en afecciones inflamatorias o trastornos inmunitarios de los pulmones, las articulaciones, los ojos, el intestino,
la piel y el corazén.

29. El uso segtn la reivindicacion 26 en donde dicha afeccién o trastorno inflamatorio se selecciona del grupo que
consiste en asma, sindrome disneico en adultos, bronquitis, fibrosis quistica, artritis reumatoide, espondilitis reuma-
toide, osteoartritis, artritis gotosa, uveitis, conjuntivitis, afecciones inflamatorias intestinales, enfermedad de Crohn,
colitis ulcerosa, proctitis distal, psoriasis, eczema, dermatitis, dafio por infarto coronario, inflamacién crénica, choque
endotodxico y trastornos de proliferacién de musculo liso.

30. El uso de un compuesto segtin la reivindicacién 1 para la fabricacién de un medicamento para abatir la infla-
macién en un érgano o tejido afectado.
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