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DESCRIPCION

Antagonistas del receptor de IL-8.
Campo de la invencion

Esta invencidn se refiere a un nuevo grupo de compuestos de guanidina, a procedimientos para la preparacion de
los mismos, al uso de los mismos en el tratamiento de enfermedades mediadas por IL-8, GROa, GROB, GROy, NAP-
2,y ENA-78 y a composiciones farmacéuticas para usar en dicha terapia.

Antecedentes de la invencion

Se han aplicado muchos nombres diferentes a la Interleuquina-8 (IL-8), tales como proteina-1 de atraccién/activa-
cioén de neutréfilos (NAP-1), factor quimiotactico de neutréfilos derivado de monocitos (MDNCEF), factor activante
de neutréfilos (NAF), y factor quimiotactico de linfocitos de células T. La interleuquina-8 es un quimioatrayente para
neutrdfilos, basoéfilos, y un subconjunto de células T. La produce una gran cantidad de células nucleadas incluyendo
macréfagos, fibroblastos, células endoteliales y epiteliales expuestas a TNF, IL-1a, IL-18 o LPS, y los propios neu-
tréfilos cuando se exponen a LPS o factores quimiotacticos tales como FMLP. M. Baggiolini et al., J. Clin. Invest. 84,
1045 (1989); J. Schroder et al., J. Immunol. 139, 3474 (1987) y J. Immunol. 144, 2223 (1990); Strieter, et al., Science
243, 1467 (1989) y J. Biol. Chem. 264, 10621 (1989); Cassatella et al., J. Immunol. 148, 3216 (1992).

GROa, GROB, GROy y NAP-2 pertenecen también a la familia de quimioquinas a. Al igual que IL-8 estas quimio-
quinas se han denominado también con diferentes nombres. Por ejemplo, GRO«, 8, v se han denominado MGSA«,
By vy respectivamente (Melanoma Growth Stimulating Activity), véase Richmond et al., J. Cell Physiology 129, 375
(1986) y Chang et al., J. Immunol 148, 451 (1992). Todas las quimioquinas de la familia & que poseen el motivo ELR
precediendo directamente al motivo CXC se unen al receptor de IL-8 B.

IL-8, GROa, GROB, GROy, NAP-2 y ENA-78 estimulan numerosas funciones in vitro. Todas ellas han demostrado
tener propiedades quimioatrayentes para neutréfilos, mientras que IL-8 y GRO«a han demostrado actividad quimio-
tactica frente a linfocitos T, y baséfilos. Ademds IL-8 puede inducir la liberacion de histamina a partir de baséfilos
de individuos normales y at6picos. GRO-«a e IL-8 pueden inducir, ademds, la liberacién de enzimas lisozomales y el
estallido respiratorio de los neutréfilos. Se ha demostrado también que IL-8 aumenta la expresién superficial de Mac-
1 (CD11b/CD18) sobre neutrdfilos sin la sintesis de proteina de novo. Esto puede contribuir al aumento de la adhe-
sién de los neutréfilos a las células endoteliales vasculares. Muchas enfermedades conocidas se caracterizan por una
infiltracién masiva de neutréfilos. Como IL-8, GRO«a, GROS, GROy y NAP-2 promueven la acumulacién y activacién
de neutrdfilos, estas quimioquinas se han visto implicadas en una amplia variedad de trastornos inflamatorios agudos
y crénicos incluyendo psoriasis y artritis reumatoide, Baggiolini et al., FEBS Lett. 307, 97 (1992); Miller et al., Crit.
Rev. Immunol. 12, 17 (1992); Oppenheim et al., Annu. Rev. Immunol. 9, 617 (1991); Seitz et al., J. Clin. Invest. 87,
463 (1991); Miller et al., Am. Rev. Respir. Pis. 146, 427 (1992); Donnely et al., Lancet 341, 643 (1993). Ademds las
quimioquinas ELR (aquellas que contienen los aminodcidos con el motivo ELR justo antes del motivo CXC) se han
visto implicadas también en la angiostasis, Strieter et al., Science 258, 1798 (1992).

In vitro, IL-8, GROa, GROB, GROy, y NAP-2 inducen el cambio de forma, quimiotaxis, liberacion de granulos, y
estallido respiratorio de neutréfilos, uniéndose y activando receptores de la familia de siete dominios transmembrana
acoplados a proteinas G, en particular uniéndose a los receptores de IL-8, mds particularmente el receptor B, Thomas
et al., J. Biol. Chem. 266, 14839 (1991); y Holmes et al., Science 253, 1278 (1991). El desarrollo de antagonistas
de moléculas pequenas no peptidicas para convertirse en miembros de esta familia de receptores tiene precedentes.
Para un informe, véase R. Freidinger en: Progress in Drug Research, Vol. 40, pag. 33-98, Birkhauser Verlag, Basel
1993. Por lo tanto, el receptor de IL-8 representa una diana prometedora para el desarrollo de nuevos agentes anti-
inflamatorios.

Se han caracterizado dos receptores de IL-8 humanos de alta afinidad (homologia del 77%): IL-8Rea, que se une
unicamente a IL-8 con alta afinidad, e IL-8Rp, que tiene alta afinidad por IL-8 asi como por GRO-a, GROgS, GROy
y NAP-2. Véase Holmes et al., supra; Murphy et al., Science 253, 1280 (1991); Lee et al., J. Biol. Chem. 267, 16283
(1992); LaRosa et al., J. Biol. Chem. 267, 25402 (1992); y Gayle et al., J. Biol. Chem. 268, 7283 (1993).

Sigue habiendo una necesidad de tratamiento, en este campo, para compuestos que son capaces de unirse al receptor
IL-8 a o 8. Por lo tanto, las afecciones asociadas con un aumento de la produccion de IL-8 (que es el responsable de
la quimiotaxis de neutréfilos y subconjuntos de células T en el sitio inflamatorio) podrian beneficiarse de compuestos
que son inhibidores de la unién al receptor de IL-8.

Descripcion detallada de la invencion

Los compuestos de la invencién pueden usarse junto con el tratamiento veterinario de mamiferos, distintos de los
seres humanos, en necesidad de inhibicion de IL-8 u otras quimioquinas que se unen a los receptores de IL-8 RA y RB.
Las enfermedades mediadas por quimioquinas para un tratamiento, terapéutico o profilactico, en animales incluyen
patologias tales como las indicadas en este documento en la seccién de Procedimientos de Tratamiento.
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Los compuestos de la presente invencién son:
4-[[3-(2-bromofenil)-4-oxo-1-(fenilmetil)-2-imidazolidiniliden]imino]-3-hidroxibenzonitrilo;
4-[[(7aS)-2-(2-bromofenil)-hexahidro-1-oxo-3H-pirrolo[ 1,2-c]imidazol-3-iliden]amino]-3-hidroxibenzonitrilo;

4-[[5-(2-bromofenil)-3,3a,4,5-tetrahidro- 1,1 -dioxido-4-oxoimidazo[1,5-b]isotiazol -6 (2H)-iliden]amino] - 3- hi-
droxibenzonitrilo;

4-[[(6R,7aS)-2-(2-bromofenil)-hexahidro-6-hidroxi- 1-oxo-3H-pirrolo[ 1,2-c]imidazol-3-iliden]amino]-3-hidroxi-
benzonitrilo;

4-[[(7aR)-2-(2-bromofenil)-hexahidro-1-oxo-3H-pirrolo[ 1,2-c]imidazol-3-iliden]amino]-3-hidroxibenzonitrilo,
4-[(S)-2-(2,3-Dicloro-fenil)-1-oxo-hexahidro-pirrolo[ 1,2-c]Jimidazol-3-ilidenamino]-3-hidroxi-benzonitrilo,
4-[(R)-2-(2,3-Dicloro-fenil)-1-oxo-hexahidro-pirrolo[ 1,2-c]imidazol-3-ilidenamino]-3-hidroxi-benzonitrilo,
4-[2-(2,3-Dicloro-fenil)- 1-oxo-hexahidro-pirrolo[ 1,2-c]imidazol-3-ilidenamino]-3-hidroxi-benzonitrilo,
4-[(S)-2-(2-Bromo-fenil)-1-oxo-hexahidro-pirrolo[ 1,2-c]imidazol-3-ilidenamino]-3-hidroxi-benzonitrilo,
4-[(R)-2-(2-Bromo-fenil)-1-oxo-hexahidro-pirrolo[ 1,2-c]imidazol-3-ilidenamino]-3-hidroxi-benzonitrilo,
4-[2-(2-Bromo-fenil)-1-oxo-hexahidro-pirrolo[ 1,2-c]imidazol-3-ilidenamino]-3-hidroxi-benzonitrilo, y

4-[[2-(2-bromofenil)-1,5,6,7,8,8a-hexahidro- 1-oxoimidazo[1,5-a]piridin-3(2H)-iliden]amino]-3-hidroxibenzoni-
trilo; o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos,

Las sales farmacéuticamente aceptables adecuadas las conocen bien los especialistas en la técnica e incluyen sales
basicas de dcido inorgdnicos y orgdnicos, tales como 4cido clorhidrico, 4dcido bromhidrico, 4cido sulftrico, acido
fosforico, acido metanosulfénico, acido etanosulfénico, adcido acético, acido malico, acido tartarico, acido citrico,
acido lactico, acido oxalico, acido succinico, acido fumadrico, dcido maleico, acido benzoico, acido salicilico, dcido
fenilacético y 4cido mandélico. Ademads, pueden formarse también sales farmacéuticamente aceptables de compuestos
de la invencidn con un catién farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, si un grupo sustituyente comprende un
resto carboxi. Los cationes farmacéuticamente aceptables adecuados los conocen bien los especialistas en la técnica e
incluyen cationes de metales alcalinos, alcalinotérreos y de amonio cuaternario.

Procedimientos de preparacion

Los compuestos de la invencién pueden obtenerse aplicando procedimientos de sintesis, algunos de los cuales se
ilustran en los siguientes Esquemas.

Una vez se haya establecido el nicleo de guanidina, pueden prepararse otros compuestos de estas férmulas apli-
cando técnicas convencionales para la interconversion de grupos funcionales, bien conocidas en la técnica.

Esquema 1
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La anilina 6-esquema-1 deseada puede prepararse a partir de la benzoxazolinona 1-esquema-1 disponible en el
mercado. El bromuro 2-esquema-1 puede prepararse a partir de benzoxazolinona 1-esquema-1 usando condiciones
convencionales de bromacién tales como bromo y acetato sédico en 4cido acético. El bromuro 2-esquema-1 pue-
de convertirse en el cianuro 3-esquema-1 usando procedimientos convencionales tales como cianuro de cobre (I) en
DMF a reflujo. La amida 3-esquema-1 puede convertirse en el compuesto 4-esquema-1 protegido con BOC usando
condiciones convencionales tales como anhidrido de BOC y trietilamina con una cantidad catalitica de dimetilamino-
piridina en cloruro de metileno u otro disolvente organico adecuado. La oxazolinona 4-esquema-1 puede convertirse
en la anilina 6-esquema-1 deseada hidrolizando primero al fenol 5-esquema-1 usando condiciones convencionales
tales como carbonato potdsico en metanol seguido de la retirada del grupo protector BOC usando condiciones conven-
cionales tales como 4cido trifluoroacético en cloruro de metileno u otro disolvente organico adecuado dando la anilina
6-esquema-1.

Esquema 2
NC
NC oH , NC OH . b = s
- I I
N
N NR
e K " OTBS i
1 2 a
or t d
NG oH NC OTBS . NG oTBs
— — //{/S
NH, NH, N
1 4 5

a) RNCS; b) TBSCI; c) tiofosgeno; d) RNH;

La tiourea 3-esquema-2 deseada puede prepararse como se muestra en el esquema 2. La anilina 1-esquema-2 puede
acoplarse con un isotiocianato disponible en el mercado o con un isotiocianato hecho a partir de la condensacion de una
amina disponible en el mercado con tiofosgeno o un equivalente de tiofosgeno dando la tiourea 2-esquema-2. El fenol
2-esquema-2 puede protegerse como el éter TBS 3-esquema-2 usando condiciones convencionales tales como TBSCI
e imidazol en THF u otro disolvente orgdnico adecuado. Como alternativa la amina 1-esquema-2 puede convertirse
en el isotiocianato 5-esquema-2 protegiendo en primer lugar el fenol 1-esquema-2 con un grupo protector adecuado
tal como el éter TBS 4-esquema-2 usando condiciones convencionales tales como TBSCI y una base de amina tal
como imidazol en THF u otro disolvente organico adecuado. La tiourea 5-esquema-2 puede prepararse condensando
la amina 4-esquema 2 con tiofosgeno en presencia de una base tal como carbonato potésico. La tiourea 3-esquema-2
deseada puede prepararse a partir del isotiocianato 5-esquema-2 condensandolo con la amina deseada en un disolvente
organico adecuado tal como etanol o DMF.
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Esquema 3
NC NC
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c) TBAF, THF -
NC H\N /¥
5
=
N
OH R
3

La lactama 3-esquema-3 deseada puede prepararse como se muestra en el Esquema 3. La carbodiimida 2-esquema-
3 puede prepararse a partir de la tiourea 1-esquema-3 usando condiciones convencionales tales como una cantidad en
exceso de cloruro de metanosulfonilo y una base de amina adecuada tal como trietilamina en un disolvente organi-
co preferiblemente cloruro de metileno a temperatura ambiente. La lactama 3-esquema-3 puede prepararse a partir
de la carbodiimida 2-esquema-3 condensando en primer lugar la carbodiimida 2-esquema-3 con el @-aminoéster de-
seado en un disolvente orgdnico adecuado tal como THF seguido de la retirada del grupo TBS usando condiciones
convencionales tales como TBAF en THF a 0°C.

Ejemplos de sintesis

La invencidn se describird ahora haciendo referencia a los siguientes ejemplos que son simplemente ilustrativos
y no deben considerarse como una limitacién del alcance de la presente invencién. Todas las temperaturas se dan
en grados centigrados, todos los disolventes son de la mayor pureza disponible y todas las reacciones se realizan en
condiciones anhidras en una atmésfera de argén a menos que se indique otra cosa.

En los Ejemplos, todas las temperaturas estidn en grados centigrados (°C). Los espectros de masas se realizan en
un espectrometro de masas VG Zab usando bombardeo con atomos rapidos, a menos que se indique otra cosa. Los
espectros de "H-RMN (en lo sucesivo en este documento “RMN”) se registraron a 250 MHz usando un espectrémetro
Bruker AM 250 o Am 400. Las multiplicidades indicadas son; s = singlete, d = doblete, t = triplete, ¢ = cuadruplete, m
= multiplete y a indica una sefial ancha. Sat. indica una solucién saturada, eq. indica la proporcién de un equivalente
molar de reactivo respecto al reactivo principal.

Ejemplo 1
Preparacion de 4-[[3-(2-bromofenil)-4-oxo- 1-(fenilmetil)-2-imidazolidiniliden [imino |-3-hidroxibenzonitrilo
a) Preparacion de 4-bromo-1,2-benzoxazolinona

A una solucién de benzoxazolinona (10 g, 74 mmol) en dcido acético (50 ml) a 0°C se le afiadi6 acetato sédico (7,4
g, 74 mmol) y bromo (3,8 ml, 74 mmol) y se permiti6é que la mezcla de reaccion se calentara a temperatura ambiente.
Después de 21 h, el precipitado se recogi6 por filtracion y se lavé con agua. El filtrado se concentré a presion reducida
dando mds material s6lido que se recogi6 por filtracioén seguido de lavado con agua. El material se combiné dando 14
g (88%) de 4-bromo-1,2-benzoxazolinona en forma de un sélido amarillo que no necesité purificacién adicional. 'H
RMN (400 MHz, DMSO) 6 7,6 (s, 1 H), 7,3 (d, 1 H), 7,0 (d, 1 H); EM(EI) m/e 212 (M+).

b) Preparacion de 4-ciano-1,2-benzoxazolinona

A una solucién de 4-bromo-1,2-benzoxazolinona (5,0 g, 23 mmol) en DMF (11 ml) se le afiadi6 cianuro de cobre
D (3,6 g, 39 mmol) y la reaccién se calentd a 165°C. Después de 6,5 h, la mezcla de reaccion se enfrié a temperatura
ambiente y se afiadieron agua (20 ml) y cianuro sédico (3,6 g) y la reaccidn se calenté a 100°C. Después de 12 h, la
mezcla de reaccién se extrajo con acetato de etilo y las fases organicas combinadas se filtraron a través de un lecho
corto de lavado de gel de silice eluyendo con acetato de etilo. El filtrado se concentré a presion reducida dando 1,9 g
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(51%) de 4-ciano-1,2-benzoxazolinona en forma de un sélido pardo que no necesité purificacion adicional. '"H RMN
(400 MHz, DMSO) 6 7,8 (s, 1 H), 7,6 (d, 1 H), 7,2 (d, 1 H).

¢) Preparacion de N-t-butilacetoxi-4-ciano-1,2-benzoxazolinona

A una solucién de 4-ciano-1,2-benzoxazolinona (1,9 g, 15 mmol) en THF (50 ml) a 0°C se le afiadi¢ trietilamina
(2,5 ml, 18 mmol), DMAP (0,37 g, 3,0 mmol) y anhidrido de BOC (4,3 g, 20 mmol) y se permiti6é que la mezcla de
reaccion se calentara a temperatura ambiente. Después de 1,5 h, la mezcla se inactivé con agua (100 ml) y se extrajo
con acetato de etilo. Las fases orgdnicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato de magnesio
anhidro y se concentraron a presion reducida dando 4,3 g (100%) de N-t-butilacetoxi-4-ciano-1,2-benzoxazolinona en
forma de un sélido amarillo que no necesité purificacién adicional. '"H RMN (400 MHz, CDCl;) 6 7,8 (d, 1 H), 7,55
(d, 1 H), 7,45 (s, 1 H), 1,65 (s, 9 H).

d) Preparacion de N-t-butilacetoxi-4-ciano-2-hidroxilanilina

A una solucién de N-t-butilacetoxi-4-ciano-1,2-benzoxazolinona (4,3 g, 16 mmol) en metanol (50 ml) se le afiadié
carbonato potdsico (2,3 g, 16 mmol). Después de 1,5 h, la reaccién se interrumpié con agua (100 ml) y se extrajo con
acetato de etilo. Las fases orgdnicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro
y se concentraron a presion reducida dando 3,1 g (81%) de N-t-butilacetoxi-4-ciano-2-hidroxilanilina en forma de una
espuma parda que no necesitd purificacién adicional. '"H RMN (400 MHz, CDCl;) 6 7,7 (d, 1 H), 7,15 (s, 1 H), 7,1 (d,
1 H), 1,5 (s, 9 H).

e) Preparacion de 4-ciano-2-hidroxilanilina

A una solucién de N-t-butilacetoxi-4-ciano-2-hidroxilanilina (3,1 g, 13 mmol) en cloruro de metileno (100 ml) a
0°C se le afiadi6 4cido trifluoroacético y se permitié que la mezcla de reaccion se calentara a temperatura ambiente.
Después de 2,5 h, la reaccidn se interrumpié con agua (100 ml) y se extrajo con acetato de etilo. Las fases organicas
combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro y se concentraron a presion reduci-
da. El material bruto se purific6 por cromatografia de resolucién rapida en columna (acetato de etilo al 50%/hexanos)
dando 1,7 g (96%) de 4-ciano-2-hidroxilanilina en forma de un sélido tostado. 'H RMN (400 MHz, DMSO) 6 7,0 (d,
1 H), 6,85 (s, 1 H), 6,65 (d, 1 H); EM(EI) m/e 134 (M+).

f) Preparacion de N-(4-ciano-2-hidroxifenil)-N’-(2-bromofenil )tiourea

A una solucién de 4-ciano-2-hidroxilanilina (1,0 g, 7,5 mmol) en etanol (20 ml) se le afiadié 2-bromofenilisotio-
cianato (1,0 ml, 7,5 mmol). Después de 24 h, la mezcla de reaccién se concentré a presion reducida dando 2,0 g (77%)
de N-(4-ciano-2-hidroxifenil)-N’-(2-bromofenil)tiourea en forma de un sélido amarillo que no necesit6 purificacién
adicional. 'H RMN (400 MHz, DMSO) 6 10,8 (s, 1 H), 10,1 (s, 1 H), 9,6 (s, 1 H), 8,7 (d, 1 H), 7,7 (d, 1 H), 7,6 (d, 1
H), 7,4 (t, 1 H), 7,25 (d, 1 H), 7,2 (s, 1 Hy d, 2 H); EM(EI) m/e 229 (100), 348 (75 (M+)), 462 (30), 695 (10).

g) Preparacion de N-(4-ciano-2-t-butildimetilsilanoxifenil)-N’-(2-bromofenil)tiourea

A una solucién de N-(4-ciano-2-hidroxifenil)-N’-(2-bromofenil)tiourea (3,5 g, 10 mmol) en THF (50 ml) a 0°C se
le afiadi6 imidazol (1,0 g, 15 mmol) y TBSCI (1,5 g, 10 mmol). Después de 1 h, la mezcla de reaccién se inactivé con
agua (100 ml) y se extrajo con acetato de etilo. Las fases orgdnicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron
sobre sulfato de magnesio anhidro y se concentraron a presion reducida. El material bruto se cristalizé en acetato de
etilo dando 3,9 g (84%) de N-(4-ciano-2-t-butildimetilsilanoxifenil)-N’-(2-bromofenil)tiourea en forma de un sélido
amarillo. "H RMN (400 MHz, DMSO) 6 9,9 (s, 1 H), 9,2 (s, 1 H), 8,1 (d, 1 H), 7,7 (d, 1 H), 7,6 (d, 1 H), 7,45 (d, 1 H),
7,4 (t, 1 H), 7,35 (s, 1 H), 7,2 (t, 1 H); EM(EI) m/e 347 (100 (M+)), 175 (40), 461 (40).

h) Preparacion de N-(4-ciano-2-t-butildimetilsilanoxifenil)-N’-(2-bromofenil)carbodiimida

A una solucién de N-(4-ciano-2-t-butildimetilsilanoxifenil)-N’-(2-bromofenil)tiourea (3,4 g, 7,4 mmol) en cloruro
de metileno (40 ml) a 0°C se le afiadi¢ trietilamina (3,1 ml, 22 mmol), DMAP (20 mg) y cloruro de metanosulfonilo
(1,1 ml, 15 mmol). Después de 25 min, la mezcla de reaccién se inactivé con agua (100 ml) y se extrajo con acetato
de etilo. Las fases orgdnicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro y se
concentraron a presiéon reducida dando 3,3 g (100%) de N-(4-ciano-2-t-butildimetilsilanoxifenil)-N’-(2-bromofenil)
carbodiimida en forma de un s6lido amarillo que no necesité purificacion adicional. '"H RMN (400 MHz, DMSO) &
7,7(d, 1 H), 7,45 (d, 1 H), 7,4 (m, 4 H), 7,15 (t, 1 H).

1) Procedimiento convencional para la sintesis de tetraalquilguanidinas ciclicas. Preparacion de 4-[[3-(2-bromo-
fenil)-4-oxo-1-(fenilmetil)-2-imidazolidiniliden Jimino J-3-hidroxibenzonitrilo

A una solucién de N-(4-ciano-2-t-butildimetilsilanoxifenil)-N’-(2-bromofenil)carbodiimida (86 mg, 0-20 mmol)
en THF (2 ml) se le afiadi6 diisopropiletileno (25 ul, 0,57 mmol) y N-bencil glicina etil éster (41 mg, 0,22 mmol).
Después de 15 min, a la mezcla se le afiadié metanol (0,1 ml) y después TBAF (0,24 ml, 0,24 mmol) a 0°C. Después
de 30 min, la mezcla de reaccién se inactivé con agua (2 ml) y se extrajo con acetato de etilo. Las fases orgédnicas
combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro y se concentraron a presién reduci-
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da. El material bruto se purificé por recristalizacion (cloruro de metileno/hexanos) dando 74,5 mg (80%) de 4-[[3-(2-
bromofenil)-4-oxo-1-(fenilmetil)-2-imidazolidiniliden]imino]-3-hidroxibenzonitrilo en forma de un polvo tostado. 'H
RMN (400 MHz, MeOD) 6 7,45 (2 H, d), 7,35 2 H, t), 7,3 (1 H, d), 7,25 (1 H, d), 7,15 (1 H, d), 6,9 (3 H, m), 6,8 (1
H, d), 6,6 (1 H, t), 4,6 (2 H, m), 4,0 (2 H, s); EM(EI) m/e 463 (100 (M+)).

j) Preparacion de 4-[[(7aS)-2-(2-bromofenil)-hexahidro-1-oxo-3H-pirrolo[1,2-cJimidazol-3-iliden Jamino J-3-hi-
droxibenzonitrilo

Se siguid el procedimiento convencional usando N-(4-ciano-2-t-butildimetilsilanoxifenil)-N’-(2-bromofenil)car-
bodiimida (54 mg, 0,13 mmol), diisopropiletilamina (32 ul, 0,29 mmol), clorhidrato de benciléster de L-prolina (34
mg, 0,14 mmol) y TBAF (0,16 ml, 0,16 mmol) en THF (2 ml) y metanol (0,1 ml) dando 36 mg (67%) de 4-[[(7aS)-
2-(2-bromofenil)-hexahidro-1-oxo-3H-pirrolo[1,2-c]imidazol-3-iliden]amino]-3-hidroxibenzonitrilo en forma de un
polvo tostado. "H RMN (400 MHz, MeOD) 6 7,6 (2 H, m). 7,35 (3 H, m), 7,15 (1 H, m), 7,0 (1 H, m), 4,5 (1 H, t), 3,0
(1 H, m), 2,4 (1 H, m), 2,2 (1 H, m), 2,05 (2 H, m); EM(EI) m/e 412 (M*).

k) Preparacion de 4-[[5-(2-bromofenil)-3,3a,4,5-tetrahidro- 1, I-dioxido-4-oxoimidazo[ 1,5-b Jisotiazol-6(2H)-ili-
denJamino |-3-hidroxibenzonitrilo

Se siguid el procedimiento convencional usando N-(4-ciano-2-t-butildimetilsilanoxifenil)-N’-(2-bromofenil)car-
bodiimida (60 mg, 0,14 mmol), diisopropiletilamina (17 ul, 0,15 mmol), aminoéster (27 mg, 0,15 mmol) y TBAF
(0,17 ml 0,15 mmol) en THF (1,5 ml) y metanol (0,1 ml) dando 46 mg (71%) de 4-[[5-(2-bromofenil)-3,3a,4,5-te-
trahidro-1,1-dioxido-4-oxoimidazo[ 1,5-b]isotiazol-6(2H)-iliden]amino]-3-hidroxibenzonitrilo en forma de un polvo
tostado. 'H RMN (400 MHz, MeOD) ¢ 8,1 (1 H, d), 7,8 (1 H, s), 7,75 (1 H, d), 7,7 (1 H, d), 7,6 (2 H, m), 7,25 (1 H,
t), 4,35 (1 H,t),3,9(2H,s), 3,25 (1 H, 1),2,9 (1 H, m), 2,7 (1 H, m); EM(EI) m/e 330 (100), 662 (20).

1) Preparacion de 4-[[(6R,7aS)-2-(2-bromofenil)-hexahidro-6-hidroxi- 1-oxo-3H-pirrolo[ 1,2-c Jimidazol-3-iliden]
amino [-3-hidroxibenzonitrilo

Se sigui6 el procedimiento convencional usando N-(4-ciano-2-t-butildimetilsilanoxifenil)-N’-(2-bromofenil)car-
bodiimida (102 mg, 0,24 mmol), diisopropiletilamina (60 ul, 0,26 mmol), clorhidrato de hidroxi L-prolina metil éster
(44 mg, 0,26 mmol) y TBAF (0,29 ml, 0,29 mmol) en THF (2,5 ml) y metanol (0,1 ml) dando 80 mg (78%) de 4-
[[(6R,7aS)-2-(2-bromofenil)-hexahidro-6-hidroxi- 1-oxo-3H-pirrolo[1,2-c]imidazol-3-iliden]amino]-3-hidroxibenzo-
nitrilo en forma de un polvo tostado. EM(EI) m/e 427 (100 (M+)).

m) Preparacion de 4-[[(7aR)-2-(2-bromofenil)-hexahidro-1-oxo-3H-pirrolo[ 1,2-c [imidazol-3-iliden Jamino |-3-hi-
droxibenzonitrilo

Se sigui6 el procedimiento convencional usando N-(4-ciano-2-t-butildimetilsilanoxifenil)-N’-(2-bromofenil)car-
bodiimida (107 mg, 0,25 mmol), diisopropiletilamina (71 ul, 0,55 mmol), clorhidrato de D-prolina metil éster (46 mg,
0,28 mmol) y TBAF (0,30 ml, 0,30 mmol) en THF (2,5 ml) y metanol (0,1 ml) dando 80 mg (78%) de 4-[[(7aR)-2-(2-
bromofenil)-hexahidro-1-oxo-3H-pirrolo[1,2-c]imidazol-3-iliden]amino]-3-hidroxibenzonitrilo en forma de un polvo
tostado. EM(EI) m/e 411 (100(M™)).

n) Preparacion de 4-[[2-(2-bromofenil)-1,5,6,7,8,8a-hexahidro-1-oxoimidazo[ 1,5-a]piridin-3(2H)-iliden Jamino |-
3-hidroxibenzonitrilo

Se siguid el procedimiento convencional usando N-(4-ciano-2-t-butildimetilsilanoxifenil)-N’-(2-bromofenil)car-
bodiimida (106 mg, 0,25 mmol), diisopropiletilamina (71 wl, 0,28 mmol), clorhidrato de metilpipecolinato (50 mg,
0,28 mmol) y TBAF (0,30 ml, 0,30 mmol) en THF (2,5 ml) y metanol (0,1 ml) dando 80 mg (75%) de 4-[[2-(2-
bromofenil)-1,5,6,7,8,8a-hexahidro-1-oxoimidazo[1,5-a]piridin-3(2H)-iliden]amino]-3-hidroxibenzonitrilo en forma
de un polvo tostado. EM(EI) m/e 425 (100(M™*)).

Procedimiento de tratamiento

Los compuestos de la invencion o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos pueden usarse en la fabrica-
cién de un medicamento para el tratamiento profildctico o terapéutico de cualquier patologia en un ser humano, u otro
mamifero, que empeora o estd causada por una produccion excesiva o no regulada de la citoquina IL-8 por las células
de dicho mamifero, tal como, aunque sin limitacién, monocitos y/o macréfagos, u otras quimioquinas que se unen al
receptor de IL-8 @ o 3, denominados también receptor de tipo I o de tipo II.

En particular, las quimioquinas son IL-8, GROa, GROS, GROy, NAP-2 o ENA-78.

Los compuestos de la invencion se administran en una cantidad suficiente para inhibir la funcién de las citoquinas,
en particular IL-8, GROa, GROS, GROy, NAP-2 o0 ENA-78, de manera que se regulan biol6gicamente a la baja hasta
niveles normales de la funcién fisioldgica, o en algiin caso hasta niveles por debajo de los normales, para mejorar la
patologia. Los niveles anormales de IL-8, GROa, GROB, GROy, NAP-2 o ENA-78 por ejemplo en el contexto de la
presente invencion, constituyen: (i) niveles de IL-8 libre mayores o iguales a 1 picogramo por ml; (ii) cualquier célula
asociada a IL-8, GROa, GROB, GROy, NAP-2 o ENA-78 por encima de los niveles fisioldgicos normales, o (iii) se

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2280217 T3

produce la presencia de IL-8, GROa, GROS, GROy, NAP-2 o ENA-78 por encima de los niveles basales en células o
tejidos en IL-8, GROa, GROB, GROy, NAP-2 o ENA-78 respectivamente.

Hay muchas patologias en las que una produccién excesiva o no regulada de IL-8 estd implicada en empeorar y/o
provocar la enfermedad. Las enfermedades mediadas por quimioquinas incluyen psoriasis, dermatitis atépica, artritis,
asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, sindrome de insuficiencia respiratoria en adultos, enfermedad infla-
matoria del intestino, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, accidentes cerebrovasculares, choque séptico, choque
endotdxico, sepsis por gram negativas, sindrome de choque t6xico, lesion por reperfusion cardiaca y renal, glomerulo-
nefritis, trombosis, reaccion de injerto frente al receptor, enfermedad de Alzheimer, rechazos de aloinjertos, malaria,
reestenosis, angiogénesis, aterosclerosis, osteoporosis, gingivitis y liberacion de células madre hematopoyéticas no
deseadas.

Estas enfermedades se caracterizan fundamentalmente por una infiltracién masiva de neutrdfilos, infiltracion de
células T, o crecimiento neovascular, y estan asociadas con un aumento de la produccién de IL-8, GRO«, GROgS, GROy
o NAP-2 que es responsable de la quimiotaxis de neutréfilos hacia el sitio inflamatorio o del crecimiento direccional
de las células endoteliales. Por contraste con otras citoquinas inflamatorias (IL-1, TNF, e IL-6), IL-8, GRO«a, GROg,
GROy o NAP-2 tienen la propiedad exclusiva de promover la quimiotaxis de neutrdfilos, liberar enzimas incluyendo,
aunque sin limitacidn, liberacion de elastasa asi como la produccién y activacién de superdxido. Las @-quimioquinas,
aunque particularmente, GROa, GROS, GROy o0 NAP-2, que trabajan a través del receptor de IL-8 de tipo I o II pueden
promover la neovascularizacién de tumores promoviendo el crecimiento direccional de las células endoteliales. Por lo
tanto, la inhibicién de la quimiotaxis o activacion inducida por IL-8 conduciria a dirigir la reduccion en la infiltracién
de neutrdfilos.

Evidencias recientes implican también el papel de las quimioquinas en el tratamiento de infecciones por VIH,
Littleman et al., Nature 381, pag. 661 (1996) y Koup et al., Nature 381, pag. 667 (1996).

El TNF-« es una citoquina con acciones proinflamatorias, incluyendo la expresién de la molécula de adhesién a
leucocitos endoteliales. Los leucocitos infiltrados en las lesiones cerebrales isquémicas y, por lo tanto, los compuestos
que inhiben o hacen disminuir los niveles de TNF serdn ttiles para el tratamiento de la lesién cerebral isquémica.
Véase Liu et al., Stroke, Vol. 25, N° 7, pag. 1481-1488 (1994).

Los modelos de lesiones craneales cerradas y el tratamiento con agentes mixtos 5-LO/CO se analiza en Shohami
et al., J. de Vaisc & Clinical Physiology and Pharmacology, Vol. 3, N° 2, pag. 99-107 (1992).

Los compuestos de la invencién se administran en una cantidad suficiente para inhibir la unién a los receptores
de IL-8 alfa o beta tal como pone de manifiesto una reduccion en la quimiotaxis y activacién de neutréfilos. El des-
cubrimiento de que los compuestos de la invencién son inhibidores de la unién a IL-8 se basa en los efectos de los
compuestos de la invencion en los ensayos de unién al receptor in vitro que se describen en este documento. Los com-
puestos de la invencién han demostrado, en algunos casos, ser inhibidores dobles de ambos receptores recombinantes
de IL-8 de tipo 1 y tipo II. Preferiblemente los compuestos son inhibidores sélo de un receptor, mas preferiblemente
de Tipo II.

Como se usa en este documento, la expresion “enfermedad o patologia mediada por IL-8” se refiere a todas y cada
una de las patologias en las que IL-8, GROa, GROS, GROy, NAP-2 o ENA-78 desempefian un papel, por produccién
de las propias IL-8, GROa, GROS, GROy, NAP-2 o0 ENA-78, o porque IL-8, GROa, GROS, GROy, NAP-2 o ENA-
78 provocan la liberacién de otra monoquina, tal como, aunque sin limitacién, IL-1, IL-6 o TNF. Una patologia en la
que, por ejemplo, IL-1 es un componente principal, y cuya produccién o accién aumenta o se secreta como respuesta
a IL-8, se considerard, por lo tanto, una patologia mediada por IL-8.

Como se usa en este documento, la expresion “enfermedad o patologia mediada por quimioquina” se refiere a todas
y cada una de las patologias en las que una quimioquina que se une a un receptor de IL-8 @ o 8 desempeiia un papel,
tal como, aunque sin limitacion, IL-8, GROa, GROS, GROy, NAP-2 o0 ENA-78. Esto incluiria una patologia en la que,
IL-8 desempefia un papel, por produccién de la propia IL-8, o porque IL-8 provoca la liberacién de otra monoquina,
tal como, aunque sin limitacién, IL-1, IL-6 o TNF. Una patologia en la que, por ejemplo, IL-1 es un componente
principal, y cuya produccién o accién aumenta o se secreta como respuesta a IL-8, se consideraria, por lo tanto, una
patologia mediada por IL-8.

Como se usa en este documento, el término “citoquina” se refiere a cualquier polipéptido secretado que afecte a las
funciones de las células y es una molécula que modula las interacciones entre células en la respuesta inmune, inflama-
toria o hematopoyética. Una citoquina incluye, aunque sin limitacién, monoquinas y linfoquinas, independientemente
de qué células las produzcan. Por ejemplo, se dice en general que una monoquina estd producida y secretada por una
célula mononuclear, tal como un macréfago y/o un monocito. Sin embargo, otras muchas células producen también
monoquinas, tales como células asesinas naturales, fibroblastos, basoéfilos, neutréfilos, células endoteliales, astrocitos
cerebrales, células estrométicas de médula dsea, queratinocitos epidérmicos y linfocitos B. Se dice en general que las
linfoquinas son producidas por células linfociticas. Los ejemplos de citoquinas incluyen, aunque sin limitacion, Inter-
leuquina-1 (IL-1), Interleuquina-6 (IL-6), Interleuquina-8 (IL-8), Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNF-«) y Factor
de Necrosis Tumoral-beta (TNF-3).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2280217 T3

Como se usa en este documento, el término “quimioquina” se refiere a cualquier polipéptido secretado que afecte a
las funciones de las células y sea una molécula que modula las interacciones entre las células en la respuesta inmune,
inflamatoria o hematopoyética, similar al término “citoquina’ anterior. Una quimioquina se secreta fundamentalmente
a través de transmembranas celulares y provoca la quimiotaxis y activacion de glébulos blancos y leucocitos, neu-
tréfilos, monocitos, macréfagos, células T, células B, células endoteliales y células del musculo liso especificas. Los
ejemplos de quimioquinas incluyen, aunque sin limitacién, IL-8, GRO-a, GRO-8, GRO-y, NAP-2, ENA-78, 1P-10,
MIP-1a, MIP-83, PF4,y MCP 1, 2, y 3.

Para usar un compuesto de la invencién o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo en terapia, normalmente
se formulara en una composicién farmacéutica de acuerdo con la practica farmacéutica convencional. Esta invencion,
por lo tanto, se refiere también a una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz, no téxica, de un
compuesto de la invencién y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Los compuestos de la invencion, las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos y las composiciones far-
macéuticas que los incorporan pueden administrarse convenientemente por cualquiera de las vias usadas convencio-
nalmente para la administracién de farmacos, por ejemplo, por via oral, tépica, parenteral o por inhalacién. Los com-
puestos de la invencién pueden administrarse en formas de dosificacién convencionales preparadas combinando un
compuesto de la invencién con vehiculos farmacéuticos convencionales de acuerdo con procedimientos convenciona-
les. Los compuestos de la invencion pueden administrarse también en dosificaciones convencionales en combinacién
con un segundo compuesto terapéuticamente activo conocido. Estos procedimientos pueden implicar la mezcla, gra-
nulacién y compresion o disolucion de los ingredientes segiin sea apropiado para la preparacion deseada. Se entenderd
que la forma y cardcter del vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable estan dictados por la cantidad de ingre-
diente activo con la que se combina, la via de administracion y otras variables bien conocidas. El vehiculo o vehiculos
deben ser “aceptables” en el sentido de ser compatibles con los otros ingredientes de la formulacién y no perjudiciales
para el destinatario de la misma.

El vehiculo farmacéutico empleado puede ser, por ejemplo, un sélido o un liquido. Los vehiculos sélidos ejempla-
res son lactosa, terra alba, sacarosa, talco, gelatina, agar, pectina, goma ardbiga, estearato de magnesio, acido estedrico
y similares. Los vehiculos liquidos ejemplares son jarabe, aceite de cacahuete, aceite de oliva, agua. De forma similar,
el vehiculo o diluyente puede incluir un material de liberacion retardada en el tiempo bien conocido en la técnica, tal
como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo solo o con una cera.

Puede emplearse una amplia variedad de formas farmacéuticas. De esta manera, si se una un vehiculo sélido, la
preparacion puede usarse para formar comprimidos, ponerse en una cdpsula dura de gelatina, en forma de polvo o
granulo, o en forma de un trocisco o pastilla. La cantidad de vehiculo sélido variard ampliamente aunque preferible-
mente serd de aproximadamente 25 mg a aproximadamente 1 g. Cuando se usa un vehiculo liquido, la preparacién
estard en forma de un jarabe, emulsion, cdpsula de gelatina blanda, un liquido inyectable estéril tal como una ampolla
o suspension liquida no acuosa.

Los compuestos de la invencién pueden administrarse por via topica, es decir, por administracién no sistémica.
Esto incluye la aplicacién de un compuesto de la invencién externamente a la epidermis o la cavidad bucal y la insti-
lacién de dicho compuesto al oido, ojo y nariz, de manera que el compuesto no entra significativamente en el torrente
circulatorio. Por contraste, administracion sistémica se refiere a la administracién oral, intravenosa, intraperitoneal e
intramuscular.

Las formulaciones adecuadas para administracién tépica incluyen preparaciones liquidas o semi-liquidas adecua-
das para la penetracion a través de la piel al sitio de inflamacidn tales como linimentos, lociones, cremas, pomadas
o pastas, y gotas adecuadas para administracién al ojo, ofdo o nariz. El ingrediente activo puede comprender, para
administracién tépica, del 0,001% al 10% p/p, por ejemplo del 1% al 2% en peso de la Formulacién. Sin embargo,
puede comprender tanto como 10% p/p aunque preferiblemente comprenderd menos del 5% p/p, mds preferiblemente
del 0,1% al 1% p/p de la Formulacién.

Las lociones de acuerdo con la presente invencién incluyen aquellas adecuadas para aplicacion a la piel o al
0jo. Una locién para el ojo puede comprender una solucidn acuosa estéril que contiene opcionalmente un bactericida y
puede prepararse mediante procedimientos similares a aquellos para la preparacion de gotas. Las lociones o linimentos
para aplicacion a la piel pueden incluir también un agente para acelerar el secado y para refrigerar la piel, tal como un
alcohol o acetona, y/o un humectante tal como glicerol o un aceite tal como aceite de ricino o aceite de cacahuete.

Las cremas, pomadas o pastas de acuerdo con la presente invencién son formulaciones semi-sélidas de los in-
gredientes activos para aplicacion externa. Pueden prepararse mezclando el ingrediente activo en forma finamente
dividida o de polvo, solo o en solucién o suspensién en un fluido acuoso o no acuoso, con ayuda de la maquinaria
adecuada, con una base grasa o no grasa. La base puede comprender hidrocarburos tales como parafina dura, blanda
o liquida, glicerol, cera de abejas, un jabén metalico; un mucilago; un aceite de origen natural tal como aceite de
almendra, maiz, cacahuete, ricino u oliva; lanolina anhidra o sus derivados o un 4cido graso tal como un 4cido esté-
rico u oleico junto con un alcohol tal como propilenglicol o un macrogel. La formulacion puede incorporar cualquier
agente tensioactivo adecuado tal como un tensioactivo aniénico, catiénico o no iénico tal como un éster de sorbitano
o un polioxietileno derivado del mismo. Pueden incluirse también agentes de suspension tales como gomas naturales,
derivados de celulosa o materiales inorganicos tales como silices siliceas, y otros ingredientes tales como lanolina.
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Las gotas de acuerdo con la presente invencién pueden comprender soluciones o suspensiones acuosas u oleosas
estériles y pueden prepararse disolviendo el ingrediente activo en una solucién acuosa adecuado de un agente bac-
tericida y/o fungicida y/o cualquier otro conservante adecuado, e incluyendo preferiblemente un agente tensioactivo.
La solucién resultante puede aclararse después por filtracion, transferirse a un recipiente adecuado que después se
cierra herméticamente y se esteriliza en autoclave o se mantiene a 98-100°C durante media hora. Como alternativa, la
solucién puede esterilizarse por filtracion y transferirse al recipiente mediante una técnica aséptica. Los ejemplos de
agentes bactericidas y fungicidas adecuados para inclusion en las gotas son nitrato o acetato fenilmerctirico (0,002%),
cloruro de benzalconio (0,01%) y acetato de clorhexidina (0,01%). Los disolventes adecuados para la preparacion de
una solucién oleosa incluyen glicerol, alcohol diluido y propilenglicol.

Los compuestos de la invencién pueden administrarse por via parenteral, es decir, por administracion intravenosa,
intramuscular, subcutanea, intranasal, intrarrectal, intravaginal o intraperitoneal. Las formas subcutdnea e intramuscu-
lar de administracidn parenteral se prefieren generalmente. Las formas de dosificacién apropiadas para dicha adminis-
tracién pueden prepararse por técnicas convencionales. Los compuestos de la invencién pueden administrarse también
por inhalacidn, es decir, por administracion intranasal e inhalacién oral. Las formas de dosificacién apropiadas para
dicha administracién, tales como una formulacién en aerosol o un inhalador de dosis medida, pueden prepararse por
técnicas convencional.

Para todos los procedimientos de uso descritos en este documento para los compuestos de la invencidn el régimen
de dosificaciéon oral diario serd preferiblemente de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 80 mg/kg de peso
corporal total. El régimen de dosificacion parenteral diario serd de aproximadamente 0,001 a aproximadamente 80
mg/kg de peso corporal total. El régimen de dosificacion topico diario serd preferiblemente de 0,1 mg a 150 mg,
administrados de una a cuatro, preferiblemente dos o tres veces al dia. El régimen de dosificacion de inhalacién diario
serd preferiblemente de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 1 mg/kg por dia. Un especialista en la
técnica reconocera también que la cantidad 6ptima y la separacién de las dosificaciones individuales de un compuesto
de la invencion o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se determinardn segtn la naturaleza y el grado de la
afeccion a tratar, la forma, via y sitio de administracién, y el paciente particular a tratar, y que dichos éptimos pueden
determinarse por técnicas convencionales. Un especialista en la técnica entenderd también que el transcurso 6ptimo
del tratamiento, es decir, el nimero de dosis de un compuesto de la invencién o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo dadas por dia durante un nimero de dias definido, puede establecerlo un especialista en la técnica usando
ensayos de determinacién del transcurso convencional del tratamiento.

La invencién se describird ahora haciendo referencia a los siguientes ejemplos biolgicos que son meramente
ilustrativos y no deben considerarse como una limitacién del alcance de la presente invencion.

Ejemplos biolégicos

Los efectos inhibitorios de IL-8, y la quimioquina GRO-« de los compuestos de la presente invencion se determi-
naron mediante el siguiente ensayo in vitro:

Ensayos de Union al Receptor

['*°1] IL-8 (recombinante humana) se obtuvo de Amersham Corp., Arlington Heights, IL, con actividad especifica
2000 Ci/mmol. GRO-« se obtuvo de NEN-New England Nuclear. Los demas compuestos quimicos eran de calidad
analitica. Los altos niveles de receptores de IL-8 de tipo @ y § humana recombinantes se expresaron individualmente
en células de ovario de hamster chino como se ha descrito anteriormente (Holmes, et al., Science, 1991, 253, 1278).
Las membranas de células de ovario de hdmster chino se homogeneizaron de acuerdo con un protocolo descrito
anteriormente (Haour, et al., J Biol Chem., 249 pag. 2195-2205 (1974)). Excepto que el tampdén de homogeneizacion se
cambi6 por Tris-HCI 10 mM, MgSO, 1 mM, EDTA 0,5 mM (4cido etilendiaminatetraacético), PMSF 1 mM (fluoruro
de a-toluenosulfonilo), 0,5 mg/l de leupeptina, pH 7,5. La concentracion de proteina de membrana se determind
usando un kit de micro-ensayo Pierce Co. usando albiimina de suero bovino como patrén. Todos los ensayos se
realizaron en un formato de microplaca de 96 pocillos. Cada mezcla de reaccién contenia 1 IL-8 (0,25 nM) o '»1
GRO-a y 0,5 pug/ml de membranas de IL-8Ra o 1,0 pug/ml de membranas de IL-8RS en tampones Bis-Trispropano
20 mM y Tris HCI 0,4 mM, pH 8,0, que contenian MgSO, 1,2 mM, EDTA 0,1 mM, NaCl 25 mM y CHAPS al
0,03%. Ademas, se afiadié farmaco o el compuesto de interés que se habia predisuelto en DMSO para alcanzar una
concentracion final de entre 0,01 nM y 100 uM. El ensayo se inicié por adicion de '®1-1L-8. Después de 1 hora a
temperatura ambiente la placa se recolecté usando un recolector Tomtec de 96 pocillos sobre un filtro de fibra de
vidrio bloqueado con polietilenimina al 1%/BSA al 0,5% y se lavé 3 veces con NaCl 25 mM, TrisHC1 10 mM, MgSO,
1 mM, EDTA 0,5 mM, CHAPS al 0,03%, pH 7.4. El filtro se secé después y se contd en el contador de centelleo
liquido Betaplate. El receptor de IL-8 Ra o de Tipo I recombinante, se denomina también en este documento receptor
no permisivo y el receptor IL-8 RS o de Tipo II recombinante, se denomina receptor permisivo.

Todos los compuestos mencionados en este documento en la Seccién de Quimica de Sintesis, Ejemplo 1 a 15, de-
mostraron una Cls, de aproximadamente 45 a aproximadamente <1 ug/ml en los modelos permisivos para la inhibicién
del receptor de IL-8. De los compuestos ensayados, se descubrid también que los Ejemplos 1 a 12 eran inhibidores de
la unién a GRO-« a aproximadamente el mismo nivel.
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Ensayo de Quimiotaxis

Las propiedades inhibidoras in vitro de estos compuestos se determinan en el ensayo de quimiotaxis de neutréfilos
como se describe en Current Protocols in Immunology, Vol. I, Supl. 1, Unidad 6.12.3. Los neutréfilos se aislaron de
sangre humana como se describe en Current Protocols in Immunology Vol. I, Supl. 1 Unidad 7.23.1. Los quimioa-
trayentes IL-8, GRO-a, GRO-S, GRO-y y NAP-2 se ponen en la cdmara inferior de una cdmara de 48 multipocillos
(Neuro Probe, Cabin John, MD) a una concentracion entre 0,1 y 100 nM. Las dos cdmaras estin separadas por un filtro
de policarbonato de 5 um. Cuando se ensayan los compuestos de esta invencion, se mezclan con las células (0,001 -
1000 nM) justo antes de la adicién de las células a la cdmara superior. Se permite que transcurra la incubacién durante
entre aproximadamente 45 y 90 min a aproximadamente 37°C en una incubadora humidificada con CO, al 5%. Al final
del periodo de incubacién, la membrana de policarbonato se retira y el lado superior se lava, después la membrana
se tifie usando el protocolo de tincién Diff Quick (Baxter Products, McGaw Park, IL, EE.UU.). Las células que han
sido quimioatraidas por la quimioquina se cuentan visualmente usando un microscopio. Generalmente, se cuentan
cuatro campos para cada muestra, calculdndose la media de estas cantidades para producir el nimero medio de células
que han migrado. Cada muestra se ensaya por triplicado y cada compuesto se repite al menos cuatro veces. A ciertas
células (células de control positivo) no se les afiade compuesto, representando estas células la maxima respuesta qui-
miotdctica de las células. En el caso en el que se desee un control negativo (no estimulado), no se afiade quimioquina
a la camara inferior. La diferencia entre el control positivo y el control negativo representa la actividad quimiotactica
de las células.

Ensayo de Liberacion de Elastasa

Los compuestos de esta invencién se ensayan por su capacidad de evitar la liberacion de elastasa de neutréfilos
humanos. Los neutréfilos se aislan de sangre humana como se describe en Current Protocols in Immunology Vol.
I, Supl. I Unidad 7.23.1. Los PMN, 0,88 x 10° células, suspendidos en Solucién de Ringer (NaCl 118, KCI 4,56,
NaHCO; 25, KH,PO, 1,03, Glucosa 11,1, HEPES 5 mM, pH 7.4) se ponen en cada pocillo de una placa de 96 pocillos
en un volumen de 50 ul. A esta placa se le afiade el compuesto de ensayo (0,001 -1000 nM) en un volumen de
50 ul, citocalasina B en un volumen de 50 ul (20 ug/ml) y tampén de Ringer en un volumen de 50 ul. Se permite
que estas células se calienten (37°C, CO, al 5%, HR del 95%) durante 5 min antes de afiadir IL-8, GROa, GROg,
GROy o NAP-2 a una concentracién final de 0,01 - 1000 nM. Se permite que la reaccién transcurra durante 45 min
antes de centrifugar la placa de 96 pocillos (800 xg 5 min) y se retiran 100 ul del sobrenadante. Este sobrenadante
se aflade a una segunda placa de 96 pocillos seguido de un sustrato de elastasa artificial (MeOSuc-Ala-Ala-Pro-Val-
AMC, Nova Biochem, La Jolla, CA) hasta una concentracion final de 6 ug/ml disuelto en solucién salina tamponada
con fosfato. Inmediatamente, la placa se pone en un lector de placas de 96 pocillos fluorescente (Cytofluor 2350,
Millipore, Bedfoxd, MA) y los datos se recogen a intervalos de 3 min de acuerdo con el procedimiento de Nakajima
et al J. Biol. Chem; 254, 4027 (1979). La cantidad de elastasa liberada de los PMN se calcula midiendo la velocidad
de degradacion de MeOSuc-Ala-Ala-Pro-Val-AMC.

TNF-a en Ensayo de Lesion Cerebral Traumdtica

El presente ensayo proporciona el examen de la expresiéon del ARNm del factor de necrosis tumoral en zonas
especificas del cerebro que aparecen tan una lesion cerebral traumatica (TBI) con percusién con fluido lateral inducida
experimentalmente en ratas. Las ratas Sprague-Dawley adulto (n=42) se anestesiaron con pentobarbital sédico (60
mg/kg, i.p.) y se sometieron a una lesion cerebral con percusién con fluido lateral de gravedad moderada (2,4 atm.)
centra en la corteza temporaparietal izquierda (n=18), o tratamiento “simulado” (anestesia y cirugia sin lesion, n=18).
Los animales se sacrifican por decapitacién a las 1, 6 y 24 h. Después de la lesion, se retiran los cerebros, y se preparan
muestras de tejido de corteza parietal izquierda (CI) (lesionada), el drea correspondiente en la corteza contralateral
derecha (CD), corteza adyacente a la corteza parietal (Al) lesionada, el drea adyacente correspondiente en la corteza
derecha (AD), hipocampo izquierdo (HI) e hipocampo derecho (HD). E1 ARN total se aisl6 y se realizé una hibridacién
por transferencia Northern y se cuantifico respecto a un ARN de control positivo de TNF-a (macréfago = 100%). Se
observa un aumento notable de la expresién del ARNm de TNF-a en HI (104+17% del control positivo, p < 0,05
comparado con el simulado), CI (105+21%, p< 0,05) y Al (69+8%, p < 0,01) en el hemisferio con traumatismo 1 h
después de la lesion. Se observa también un aumento en la expresiéon del ARNm de TNF-a en HI (46+8%, p < 0,05), CI
(30+3%, p <0,01) y Al (32+3%, p < 0,01) alas 6 h que se resuelve en las 24 h siguientes a la lesion. En el hemisferio
contralateral, la expresiéon del ARNm de TNF-« aumenta en HD (46+2%, p < 0,01), CD (4+3%) y AD (22+8%) en 1
hyenHD (28+11%), CD (7+5%) y AD (26+6%, p < 0,05) en 6 h aunque no en las 24 h después de la lesion. En los
animales simulados (cirugia sin lesién) o sin tratamiento previo, no se observan cambios coherentes en la expresion
del ARNm de TNF-« en cualquiera de las 6 dreas cerebrales en cualquiera de los hemisferios en cualquier momento.
Estos resultados indican que después de una lesion cerebral con percusién de fluido parasagital, la expresién temporal
del ARNm de TNF-a se altera en zonas especificas del cerebro, incluyendo aquellas del hemisferio sin traumatismo.
Como TNF-a puede inducir el factor de crecimiento nervioso (NGF) y estimular la liberacién de otras citoquinas a
partir de astrocitos activados, esta alteracion post-traumdtica en la expresion génica de TNF-a desempeiia un papel
importante en ambas respuestas aguda y regenerativa al traumatismo del SNC.

Modelo de lesion del SNC para ARNm de IL-3

Este ensayo caracteriza la expresion regional del ARNm de interleuquina-1B (IL-1B) en zonas cerebrales especi-
ficas después de una lesion cerebral traumadtica (TBI) con percusion con fluido lateral experimental en ratas. Las ratas
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Sprague-Dawley adulto (n=42) se anestesian con pentobarbital sédico (60 mg/kg, i.p.) y se someten a lesién cere-
bral con percusion de fluido lateral de gravedad moderada (2,4 atm.) centrada en la corteza temporaparietal izquierda
(n=18), o tratamiento “simulado” (anestesia y cirugia sin lesién). Los animales se sacrifican a las 1, 6 y 24 h después
de la lesidn, se retiran los cerebro, y se preparan muestras de tejido de corteza parietal izquierda (CI) lesionada, el
area correspondiente en la corteza contralateral derecha (CD), corteza adyacente a la corteza parietal (AI) lesionada, el
area adyacente correspondiente en la corteza derecha (AD), hipocampo izquierdo (HI) e hipocampo derecho (HD). El
ARN total se aisla y se realiz6 una hibridacién por transferencia Northern y la cantidad de ARNm de IL-18 en tejido
cerebral se presenta como porcentaje con respecto a la radiactividad del ARN de macréfago positivo de IL-1B que se
carg6 sobre el mismo gel. A 1 h después de la lesion cerebral, se observa un aumento notable y significativo en la ex-
presion del ARNm de IL-1B en CI (20,0+0,7% de control positivo, n=6, p< 0,05 comparada con el animal simulado),
HI (24,5+£0,9%, p< 0,05) y Al (21,5£3,1%, p < 0,05) en el hemisferio lesionado, que permanecié elevado hasta 6 h
después de la lesion en la CI (4,0+0,4%, n=6, p < 0,05) y HI (5,0+ 1,3%, p < 0,05). En los animales simulados o sin
tratamiento previo, no se observa expresiéon del ARNm de IL-1B en ninguna de las 4reas cerebrales respectivas. Estos
resultados indican que después de una TBI, la expresion temporal del ARNm de IL-1B se estimula regionalmente en
zonas cerebrales especificas. Estos cambios regionales en citoquinas, tales como IL-1 B desempefian un papel después
del traumatismo.
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto seleccionado entre el grupo constituido por:
4-[[3-(2-bromofenil)-4-oxo-1-(fenilmetil)-2-imidazolidiniliden]imino]-3-hidroxibenzonitrilo;
4-[[(7aS)-2-(2-bromofenil)-hexahidro-1-oxo-3H-pirrolo[1,2-c]imidazol-3-iliden]amino]-3-hidroxibenzonitrilo;

4-[[5-(2-bromofenil)-3,3a,4,5-tetrahidro-1,1-dioxido-4-oxoimidazo[ 1,5-b]isotiazol-6(2H)-iliden]amino]-3-hidro-
xibenzonitrilo;

4-[[(6R,7aS)-2-(2-bromofenil)-hexahidro-6-hidroxi- 1 -oxo-3H-pirrolo[ 1,2-c]imidazol-3-iliden]amino]-3-hidro-
xibenzonitrilo;

4-[[(7aR)-2-(2-bromofenil)-hexahidro-1-oxo-3H-pirrolo[1,2-c]imidazol-3-iliden]amino]-3-hidroxibenzonitrilo;
4-[(S)-2-(2,3-Dicloro-fenil)-1-oxo-hexahidro-pirrolo[ 1,2-c]imidazol-3-ilidenamino]-3-hidroxi-benzonitrilo;
4-[(R)-2-(2,3-Dicloro-fenil)-1-oxo-hexahidro-pirrolo[ 1,2-c]imidazol-3-ilidenamino]-3-hidroxi-benzonitrilo;
4-[2-(2,3-Dicloro-fenil)-1-oxo-hexahidro-pirrolo[ 1,2-c]imidazol-3-ilidenamino]-3-hidroxi-benzonitrilo;
4-[(S)-2-(2-Bromo-fenil)- 1-oxo-hexahidro-pirrolo[ 1,2-c]imidazol-3-ilidenamino]-3-hidroxi-benzonitrilo;
4-[(R)-2-(2-Bromo-fenil)- 1 -oxo-hexahidro-pirrolo[ 1,2-c]imidazol-3-ilidenamino]-3-hidroxi-benzonitrilo;
4-[2-(2-Bromo-fenil)-1-oxo-hexahidro-pirrolo[1,2-c]imidazol-3-ilidenamino]-3-hidroxi-benzonitrilo, y;

4-[[2-(2-bromofenil)-1,5,6,7,8,8a-hexahidro- 1 -oxoimidazo[1,5-a]piridin-3(2H)-iliden]amino]-3-hidroxibenzoni-
trilo; o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

2. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un compuesto de acuerdo con la reivindi-
cacion 1, y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

3. El uso de un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 en la fabricacién de un medicamento para el tra-
tamiento de una patologia mediada por quimioquina seleccionada entre psoriasis, dermatitis atdpica, artritis, asma,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, sindrome de insuficiencia respiratoria en adultos, enfermedad inflamatoria
del intestino, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, accidentes cerebrovasculares, choque séptico, choque endotéxico,
sepsis por gram negativos, sindrome de choque téxico, lesion por reperfusion cardiaca y renal, glomerulonefritis, trom-
bosis, reaccién de injerto frente al receptor, enfermedad de Alzheimer, rechazos de aloinjertos, malaria, reestenosis,
angiogénesis, aterosclerosis, osteoporosis, gingivitis y liberacion de células madre hematopoyéticas no deseadas.
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