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DESCRIPCION

Derivados de aminofenoxiacetamida y composicién farmacéutica que contiene los mismos.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a agentes para mejora y tratamiento de trastornos cerebrales funcionales u orga-
nicos que contienen derivados de aminofenoxiacetamida y sus sales farmacéuticamente aceptables como ingrediente
activo, teniendo efecto neuroprotector por inducir la produccién de CalbindinD-28k, una de las proteinas de fijacién
de Ca’*, y a los métodos para seleccionar estos derivados de aminofenoxiacetamida neuroprotectores. De modo mds
especifico, la presente invencion se refiere a los agentes terapéuticos y mejoradores para las diversas disfunciones cere-
brales debidas a diversos trastornos isquémicos tales como infarto cerebral, hemorragia intracerebral y ateroesclerosis
cerebral. Adicionalmente, la presente invencidn se refiere a agentes terapéuticos y mejoradores para diversos trastor-
nos cerebrales orgdnicos debidos a demencia senil, secuelas de lesién cerebral, u operacién quirdrgica, enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson y esclerosis lateral amiotréfica, asi como enfermedad de Huntington, etc.

Técnica anterior

Se considera que la muerte progresiva y retardada de las células nerviosas, observada en lesion cerebral y enferme-
dades cerebrovasculares tales como hemorragia intracerebral, isquemia cerebral transitoria, e infarto cerebral, e infarto
cerebral, estd causado principalmente por el aumento de la concentracién intracelular de Ca**, cuyos diversos factores
estan relacionados con la transduccién de sefiales que causan, por ejemplo, la activacion anormal de receptores por una
liberacidn excesiva de glutamato que produce excitabilidad interna, la activacién de canales i6nicos, y la induccién de
especies y radicales libres de oxigeno reactivos.

[F. B. Meyer, Brain Res. Rev., 14, 227 (1989); E. Boddeke et al., Trends Pharmacol. Sci., 10, 397 (1989); J. M.
McCall et al., Ann. Rep. Med. Chem., 27, 31 (1992)].

Basandose en estos puntos de vista, antagonistas para receptores de glutamato, bloqueadores de los canales de
calcio, antioxidantes, etcétera, han sido aplicados para medicamentos orientados a la prevencién o supresion de la
neurodegeneracién. Sin embargo, estos medicamentos utilizados clinicamente suprimen sélo un pequefio nimero de
caminos relacionados con el aumento de la concentracién celular de Ca**, y por consiguiente no son todavia suficientes
para prevenir o suprimir la neurodegeneracion.

Por el contrario, la produccién interna de CalbindinD-28k es inducida por activacién de receptores para muchas
sustancias fisiol6gicamente activas tales como FGF, NT-3, NT-4/4, BDNF, IGF-I/II, PDGF, estrégeno, etcétera, asi
como por activacién del receptor de FGF, que es uno de los receptores de factores de crecimiento de los nervios [C.V.-
Abejon et al., Neuron, 15, 105 (1995); A. Silva et al., Brain Res. Bull., 1, 35 (2000)]. Y CalbindinD-28k, una de las
proteinas de fijacion de Ca®* y distribuida principalmente en sitios vulnerables contra los trastornos isquémicos en
el sistema nervioso central, que se sabe exhibe accién amortiguadora contra el aumento de la concentracién de Ca**
intracelular.

[A. M. Lacopino et al., Neurodegeneration, 3, 1, (1994); M. P. Mattson et al., Neuron, 6, 41 (1991)]

De acuerdo con ello, se espera alcanzar efectos neuroprotectores suficientes contra el aumento de la concentracién
intracelular de Ca** causado por cualesquiera clases de caminos si CalbindinD-28k, una de las protefnas fijadoras
de Ca*" per se, puede suministrarse a una célula. Es decir, se espera que los medicamentos que contengan Calbin-
dinD-28k sean agentes terapéuticos y mejoradores extremadamente eficaces contra trastornos cerebrales funcionales
y debidos a diversos trastornos isquémicos tales como infarto cerebral, hemorragia intracerebral y arterioesclerosis
cerebral. Se espera también que sean eficaces contra la disfuncién cerebral debida a trastornos cerebrales isquémicos
debidos a secuelas de demencia senil, lesién cerebral y operacion quirdrgica, enfermedad de Alzheimer, enfermedad
de Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica, etcétera.

Sin embargo, es muy dificil y por consiguiente no es verosimil administrar la proteina CalbindinD-28k directa-
mente al sitio deseable en el sistema nervioso central de un cuerpo teniendo en cuenta las limitaciones existentes en
la metodologfa farmacoldgica y farmacéutica dado que CalbindinD-28k es en si misma una proteina inestable de alto
peso molecular que tiene 28 Kd (Kilo-Dalton) de peso molecular.

Por el contrario, los compuestos de peso molecular inferior capaces de incluir la produccién de la proteina Calbin-
dinD-28k pueden prepararse facilmente en las diversas clases de composiciones farmacéuticas por la técnica conven-
cional. Por ello, estos compuestos de peso molecular inferior podrian inducir la produccién de la proteina neuropro-
tectora CalbindinD-28k una vez administrados facilmente a un cuerpo, exhibiendo la accién amortiguadora contra el
aumento de la concentracién intracelular de Ca*. Es decir, estos compuestos de peso molecular inferior pueden ser
compuestos farmacéuticamente eficaces para mejorar y tratar trastornos cerebrales funcionales y organicos.
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La solicitud de patente internacional WO 00/23076, que pertenece a la técnica anterior conforme al articulo 54(3)
EPC, describe derivados del d4cido aminofenoxiacético de la férmula siguiente como neuroprotectores:

S g

en donde: R', R?, R? y R* son, independientemente unos de otros, grupo alcoxi, grupo alquilo o grupo arilo, etc; E' y
E? son dtomo de oxigeno, dtomo de azufre, etc; n es 0 a 5; X e Y son grupo alquileno, grupo cicloalquileno, o grupo
alquenileno; Q es grupo fenilo que puede estar sustituido o grupo benzoilo, etc; o una sal farmacéuticamente aceptable
de los mismos. Estos compuestos se describen como poseedores de efectos neuroprotectores por inducir CalbindinD-
28Kkd, una de las proteinas de fijacion de Ca>*

En estas circunstancias, un objetivo de la presente invencion es seleccionar y proporcionar los compuestos neu-
roprotectores de peso molecular inferior capaces de inducir la porcién de CalbindinD-28k, una clase de proteinas
fijadoras de Ca? , por fosforilacion de receptores de diversas sustancias fisiologicamente activas, asi como propor-
cionar las composiciones farmacéuticas de toxicidad baja en preparaciones adecuadas tales como solucién inyectable
intravenosa.

El otro objetivo de la presente invencidn es proporcionar los agentes terapéuticos y mejoradores para trastornos
cerebrales funcionales debidos a diversos trastornos isquémicos tales como infarto cerebral, hemorragia intracerebral
y arteriosclerosis cerebral, asi como trastornos cerebrales orgédnicos tales como secuelas de demencia senil, lesién
cerebral, u operacién quirdrgica, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson y esclerosis lateral amiotréfica.
Exposicion de la invencion

La presente invencién proporciona un derivado de aminofenoxiacetamida representado por la férmula (I) siguiente:

RIA r?
C
RS—E‘{E\ R°R' R
y N
R{*r ® E? (1)

en donde
R!, R?%, R y R* son metilo;
R’, RS, R’ y R® son, independientemente unos de otros, un dtomo de hidrégeno o un grupo alquilo C;-Cg;
cuando E' es un dtomo de oxigeno, E? es el grupo -NR’-; o

cuando E' es el grupo -NR'°-, E? es un dtomo de oxigeno; en donde R® y R'* son un dtomo de hidrégeno; un grupo
alquilo C;-Cs de cadena lineal o ramificado que puede estar sustituido con halégeno; un grupo arilo C,-C,, que puede
estar sustituido con sustituyentes seleccionados del grupo constituido por atomos de halégeno, un grupo hidroxi, un
grupo alcoxi C,-Cs de cadena lineal o ramificado y un grupo alquilo C,-Cs de cadena lineal o ramificado que puede
estar sustituido con dtomos de halégeno; o un grupo aralquilo Cs-C;, que puede estar sustituido con sustituyentes
seleccionados del grupo constituido por dtomos de halégeno, un grupo hidroxi, un grupo alcoxi C,-Cs de cadena
lineal o ramificado y un grupo alquilo C;-Cs de cadena lineal o ramificado que puede estar sustituido con dtomos de
halégeno;

Q es un grupo de -X-Y-Q’, en donde X es un enlace de conexién, un grupo alquileno C;-C4 0 un grupo alquenileno
C,-C4; Y es un grupo de conexién, C(=0O)NH o NHC(=0); y Q’ es un grupo fenilo, un grupo piridilo, un grupo
quinolilo, un grupo isoquinolilo, un grupo benzotiazol o un grupo bencimidazol, cada uno de los cuales puede estar
sustituido con sustituyentes seleccionados del grupo constituido por dtomos de halégeno, un grupo hidroxi, un grupo
alcoxi C;-Cs de cadena lineal o ramificado y un grupo alquilo C,-Cs de cadena lineal o ramificado que puede estar
sustituido con dtomos de hal6geno;

o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.
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En la descripcién de un grupo alquilo inferior puede tratarse especificamente de un grupo alquilo lineal o rami-
ficado del nimero de dtomos de carbono C; a Cg, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, etcétera, y mas
preferiblemente metilo o etilo. En la descripcién de grupo alquenilo inferior puede tratarse especificamente de un
grupo alquenilo C, a Cq, y grupo alquinilo inferior puede ser especificamente un grupo alquinilo C, a Cs.

Mais especificamente, los grupos de compuestos siguientes (1) o (2) son las realizaciones especificas de los deriva-
dos de aminofenoxiacetamida de la férmula (I) de la presente invencidn que tienen un efecto excelente.

(1) Los derivados de aminofenoxiacetamida de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde:

R’ es dtomo de hidrégeno o un grupo alquilo C;-Cg;

E! es -NH-;

E? es 4tomo de oxigeno;

o sus sales farmacéuticamente aceptables.

(2) Los derivados de aminofenoxiacetamida de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde:

R’ es dtomo de hidrégeno o un grupo alquilo C;-Cg;

E! es -NH-;

E? es d4tomo de oxigeno;

cuando X es un enlace de conexion, Y es -CONH-; o cuando X es -CONH-, Y es un enlace de conexidn;

Q’ es grupo fenilo que puede estar sustituido;

o sus sales farmacéuticamente aceptables.

De acuerdo con las investigaciones de los autores de la presente invencién, se ha confirmado que los derivados
de aminofenoxiacetamida representados por la férmula (I) inducian eficazmente la produccién de CalbindinD-28k en
baja concentracion y poseian un efecto neuroprotector excelente. Adicionalmente, se ha confirmado también que estos
compuestos poseen un alto margen de seguridad, y son adecuados para preparacion de diversas clases de composicio-
nes farmacéuticas.

Por esta razon, como una realizacién adicional, la presente invencidn proporciona un agente mejorador y terapéu-
tico para los trastornos cerebrales funcionales y organicos, que contiene derivados de aminofenoxiacetamida represen-
tados por la férmula (I) o sus sales farmacéuticamente aceptables, como ingrediente activo.

En el contexto de la presente invencidn, se hace referencia a un método eficaz y simple de seleccion (escrutinio)
de compuestos de peso molecular relativamente bajo capaces de inducir la produccién de la CalbindinD-28k, una de

las proteinas de fijacién de Ca**.

El método de selecciéon de compuestos de peso molecular bajo consiste en varios ensayos de evaluaciéon mencio-
nados a continuacion:

(1) Ensayo de evaluacion para comparar el efecto neuroprotector de los compuestos de ensayo contra la neuro-
degeneracién inducida por glutamato, entre la administracion de los mismos antes de la adicién de glutamato y la
administracién simultdnea de los mismos.

(2) Ensayo para confirmar si el efecto neuroprotector mencionado anteriormente es o no neuroprotector por fos-
forilacién de receptores para diversas sustancias fisiologicamente activas. Estos ensayos se conducen por el efecto
antagonista de los inhibidores para cada uno de los receptores tales como FGF NT-3, NT-4/5, BDNF, IGF-I/II, PDGF,
o estrégeno, y MTA (5-desoxi-5-metiltioadenosina), que inhibe especificamente la autofosforilacion del receptor FGF.

(3) Ensayo de evaluacién de la capacidad de induccién para cada uno de los compuestos de ensayo en cuanto a la
produccién de CalbindinD-28k.

(4) Ensayo de confirmacion para el efecto neuroprotector de CalbindinD-28k por la inhibicién utilizando su oligo-
nucleétido antisentido.

Por los ensayos de evaluacién arriba indicados, pueden seleccionarse compuestos eficaces que tienen las caracte-
risticas siguientes.
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Ensayo de evaluacion (1)

Este ensayo tiene por objeto evaluar si los compuestos de ensayo tienen efecto neuroprotector contra la neurode-
generacion inducida por el glutamato, por administracion de tales compuestos de ensayo antes o simultdneamente con
el glutamato para inducir la lesion celular neuronal.

Si el compuesto de ensayo exhibe un efecto neuroprotector mayor contra la neurodegeneracioén inducida por la
administracién de glutamato en el caso de pretratamiento que en el caso del tratamiento simultidneo, entonces el
compuesto puede poseer efecto de induccidén de una sustancia protefnica similar, que exhibe efecto neuroprotec-
tor. Por esta razén, el compuesto que posee efecto neuroprotector basado en la sustancia proteinica similar indu-
cida, con inclusién de CalbindinD-28k, una de las protefnas de fijacién de Ca®*, se selecciona por este ensayo de
evaluacion.

Ensayo de evaluacion (2)

En el caso en que el efecto neuroprotector desaparece por la administracién de inhibidores para receptores tales
como FGF, NT-3, NT-4/5, BDNF, IGF-I/II, PDGF y estrégeno, entonces se confirma que dicho efecto neuroprotector
esta causado por la activacion de estos receptores. Adicionalmente, en la célula viva, MTA (5-desoxi-5-metiltioadeno-
sina) inhibe especificamente la autofosforilacién de los receptores FGF. La inhibicién de la actividad neuroprotectora
por el tratamiento con MTA (inhibidor especifico para la autofosforilacion de los receptores FGF) confirma que dicho
efecto neuroprotector implica fosforilacion de los receptores FGF. Por tanto, este ensayo de evaluacion seleccionaria
los compuestos cuyo efecto neuroprotector se expresa por la activacion de receptores de diversas sustancias fisiol6gi-
camente activas y por fosforilacion del receptor FGF.

Ensayo de evaluacion (3)

Por este ensayo de evaluacién se seleccionaria el compuesto que tiene efecto inductor de la produccién de Calbin-
dinD-28k.

Ensayo de evaluacion (4)

Es necesario que la proteina protectora que debe producirse por la transduccion de sefiales de las células por la
fosforilacién de receptores de diversas sustancias fisioldgicamente activas proporcione el efecto neuroprotector de los
compuestos, y la CalbindinD-28k es una de dichas proteinas protectoras. Por tanto, con este ensayo de evaluacion,
el compuesto que tiene actividad neuroprotectora debida a la produccién de CalbindinD-28k, es inhibido por la uti-
lizacién de CalbindinD-28k antisentido. En este ensayo, el compuesto que tiene efecto neuroprotector se confirma
basdndose en la CalbindinD-28k producida.

El método arriba mencionado de seleccion eficaz y simple de compuestos neuroprotectores de peso molecular re-
lativamente bajo basado en la produccién de CalbindinD-28k inducida, puede utilizar todos los ensayos de evaluacion,
0 una combinacion de los ensayos de evaluacion (1) y (2), los ensayos de evaluacion (1), (2) y (3), los ensayos de
evaluacién (1) y (3) o los ensayos de evaluacién (1), (3) y (4).

La Figura 1 muestra el diagrama de flujo de los métodos de seleccién que muestra el resumen del método de selec-
cién de compuestos de peso molecular relativamente bajo que poseen efecto neuroprotector basado en la produccién
de CalbindinD-28k inducida, por combinacién de los ensayos de evaluacién mencionados anteriormente.

De acuerdo con los métodos de seleccién arriba mencionados, los compuestos descritos especificamente en la
descripcion de la presente invencion se seleccionan como compuestos de peso molecular relativamente bajo que poseen
el efecto de induccién de la produccién de CalbindinD-28k, una de las proteinas de fijacién de Ca?*. Sin embargo,
estos métodos de seleccion pueden aplicarse para seleccionar diversos compuestos que poseen efecto neuroprotector
basado en la activacion de receptores de sustancias fisiolégicamente activas y el efecto inductor de la produccion de
CalbindinD-28k que induce que implica autofosforilacién del receptor FGF, y no estan limitados a la seleccion de los
compuestos descritos en esta memoria descriptiva.

Breve descripcion del dibujo

La Figura 1 muestra el diagrama de flujo de los métodos mencionados anteriormente de seleccién de compuestos
de peso molecular relativamente bajo que poseen efecto neuroprotector basado en la produccién de CalbindinD-28k
inducida.
Modo optimo de realizacion de la invencién

Los derivados de aminofenoxiacetamida de la presente invencién incluyen aminofenoxiacetamidas, aminoanilino-

acetamidas, y oxianilinoacetamidas. Por esta razén, la expresion “derivados de aminofenoxiacetamida” incluye en esta
memoria descriptiva todos los derivados arriba indicados mientras no se especifique otra cosa.
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En los derivados de aminofenoxiacetamida de la férmula (I) proporcionados por la presente invencién con referen-
cia a diversos grupos de sustitucién de R! a R'?, “4tomo de haldgeno” incluye dtomo de flior, dtomo de cloro y dtomo
de bromo.

El término “grupo alcoxi” se refiere a un grupo alcoxi C;-Cs de cadena lineal o de cadena ramificada, y puede
incluir, por ejemplo, metoxi, etoxi, n-propoxi, isopropoxi, n-butoxi, sec-butoxi, terc-butoxi y andlogos.

La expresion “grupo alquilo que puede estar sustituido” significa un grupo alquilo C,-Cs de cadena lineal o de
cadena ramificada que puede estar sustituido con halégeno, y puede incluir, por ejemplo, grupo metilo, etilo, propilo,
trifluorometilo, y andlogos.

El “arilo”, una parte de la expresién “grupo arilo que puede estar sustituido”, significa grupo arilo C,-C,, que
contiene al menos un heterodtomo tal como uno o mds dtomos de nitrégeno y oxigeno. Ejemplos del grupo arilo
preferido incluyen fenilo, piridinilo y naftilo. Los sustituyentes adecuados de dicho grupo arilo incluyen dtomos de
halégeno tales como dtomo de fldor, 4tomo de cloro y dtomo de bromo; grupo hidroxi; un grupo alcoxi C,-Cs de
cadena lineal o de cadena ramificada que tiene 1 a 5 d&tomos de carbono tal como grupo metoxi y grupo etoxi, y un
grupo alquilo C;-Cs de cadena lineal o de cadena ramificada que puede estar sustituido con dtomo de halégeno tal
como metilo, etilo y trifluorometilo.

El “aralquilo”, una parte de la expresion “grupo aralquilo que puede estar sustituido”, significa grupo aralquilo
C5-Cy, que contiene al menos un heterodtomo en el anillo tal como uno o mds dtomos de nitrogeno y oxigeno. Los
ejemplos incluyen bencilo, fenetilo, piridilmetilo, y piridiletilo.

Los sustituyentes adecuados de dicho grupo aralquilo incluyen dtomos de hal6geno tales como dtomo de fldor,
atomo de cloro y dtomo de bromo; grupo hidroxi; un grupo alcoxi C,;-Cs de cadena lineal o de cadena ramificada tal
como grupo metoxi y grupo etoxi; y un grupo alquilo C;-Cs de cadena lineal o de cadena ramificada que puede estar
sustituido con dtomo de hal6geno tal como metilo, etilo y trifluorometilo.

El “arilo”, una parte de la expresién “grupo arilo que puede estar sustituido” representado como “Q”, significa un
grupo arilo C,-C,, que puede contener al menos un heterodtomo tal como uno o mas dtomos de nitrogeno y oxigeno.
Los ejemplos incluyen fenilo, piridilo, y naftilo. Los sustituyentes adecuados de dicho grupo arilo incluyen dtomo de
halégeno tal como dtomo de flior, 4tomo de cloro y d&tomo de bromo; grupo hidroxi, un grupo alcoxi C,-Cs de cadena
lineal o de cadena ramificada que tiene 1 a 5 dtomos de carbono tal como grupo metoxi y grupo etoxi; y un grupo
alquilo C;-Cs de cadena lineal o de cadena ramificada que puede estar sustituido con dtomo de halégeno tal como
metilo, etilo y trifluorometilo. Adicionalmente, estos sustituyentes pueden incluir también un grupo alquilo C,-Cs de
cadena lineal o de cadena ramificada que puede estar sustituido con 4tomo de halégeno tal como dtomo de fldor, dtomo
de cloro y 4&tomo de bromo.

El “alquileno”, una parte de la expresion “agrupo alquileno que puede estar sustituido con grupo hidroxilo”, hace
referencia a los sustituyentes “X” e “Y”, y representa preferiblemente un grupo alquileno C,-C4 de cadena lineal
o de cadena ramificada tal como metileno, metilmetileno, etileno, trimetileno, tetrametileno, ciclopropilmetileno y
analogos.

El término “cicloalquileno” significa preferiblemente cicloalquileno C;-C¢ y puede incluir 1,1-ciclopropileno, 1,2-
ciclopropileno, 1,1-ciclobutileno, 1,1-ciclopenti-leno, 1,1-ciclohexileno y andlogos. Entre ellos, son mds preferibles
1,1-ciclopropileno y 1,2-ciclopropileno.

El “alquenileno”, una parte de la expresién “grupo alquenileno que puede estar sustituido con grupo alquilo infe-
rior”, puede incluir alquileno C,-C, tal como vinileno, y butadieno, utilizdndose preferiblemente vinileno. El grupo
alquilo inferior, que es sustituyente del grupo alquenileno, puede ser metilo, etilo, propilo, isopropilo y andlogos.

El término “enlace conectado” con referencia a “X” e “Y” significa enlace directo. Por esta razén, si “X” y/o “Y”
son enlace conectado, dos sustituyentes adyacentes de “X” y/o “Y” estidn conectados directamente, y estos sustituyen-
tes no existen como “X” y/o “Y”.

Los sustituyentes adecuados representados como “Q’” para “grupo fenilo que puede estar sustituido”, “grupo feno-
xi que puede estar sustituido”, “grupo benzoilo que puede estar sustituido”, “grupo piridilo que puede estar sustituido”,
“grupo quinolilo que puede estar sustituido”, “grupo isoquinolilo que puede estar sustituido”, “grupo benzotiazol que
puede estar sustituido” y “grupo bencimidazolilo que puede estar sustituido”, pueden incluir dtomo de hal6geno tal
como dtomo de fldor, d&tomo de cloro y dtomo de bromo; grupo hidroxi; un grupo alcoxi C;-Cs de cadena lineal o de
cadena ramificada tal como grupo metoxi, grupo etoxi, etcétera. Adicionalmente, estos sustituyentes pueden incluir
también un grupo alquilo C;-Cs de cadena lineal o de cadena ramificada que puede estar sustituido con dtomo de

halégeno tal como metilo, etilo, trifluorometilo y andlogos.

Debe entenderse que cuando los derivados de aminofenoxiacetamida de la férmula (I) de la presente invencion
existen en las formas isémeras, cada uno de los isémeros per se, asi como la mezcla de isémeros, estard incluido en
los compuestos de la presente invencidn. Es decir, que pueden existir isomeros estructurales debido a los sustituyentes
en el anillo de benceno. Adicionalmente, pueden existir isémeros 6pticos debido al dtomo de carbono asimétrico del
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grupo “X” o “Y” sustituido con hidroxi del grupo alquileno. Estos isémeros se incluyen dentro del alcance de los
compuestos de la presente invencion.

Los derivados de aminofenoxiacetamida de la férmula (I) incluyen los compuestos (Ia), (Ib), (Ic) y (Id) obtenidos
por el proceso de sintesis mencionado mas adelante. Por ejemplo, estos compuestos se pueden preparar por el método
siguiente. En la extension en que los procesos que siguen se refieren a la preparacion de compuestos no abarcados por
la reivindicacién 1, la informacién se da inicamente para referencia y/o comparacion.

El compuesto (IV), obtenido por la reaccién del compuesto (II) con derivado éster (III), se hidroliza para convertirse
en el derivado de 4cido carboxilico (V). Adicionalmente, el compuesto (VIII) se obtiene por la reaccién del derivado
amina (VI) con el compuesto (VII), y el grupo protector del compuesto (VIII) se elimina para obtener el derivado
amina (IX). A continuacién, el compuesto (V) obtenido se convierte en el compuesto amida (X) por la reaccién
de condensacion con el compuesto (IX). Adicionalmente, el grupo protector en el compuesto (X) asi obtenido se
elimina para obtener el compuesto (Ia), el compuesto de férmula (I) de la reivindicacién 1 de la presente invencién
(Proceso 1).

El compuesto (Ib), el derivado de aminofenoxiacetamida de férmula (I) en la reivindicacién 2 de la presente
invencidn, puede obtenerse del modo siguiente. El compuesto amida (XII) se obtiene por una reaccién de condensacién
del derivado de 4cido carboxilico (V’), que se obtiene en el Proceso 1, con el compuesto (XI), y el grupo protector del
compuesto resultante se elimina (Proceso 2).

El compuesto (Ib), obtenido en el Proceso 2, puede convertirse en el compuesto (XII) por la reaccién con el
compuesto (XIII) (Proceso 3).

Adicionalmente, el compuesto (Id) puede obtenerse por reaccién del compuesto (Ib) con el compuesto (XIV)
(Proceso 4).

Cada proceso se ilustrard ulteriormente por el esquema de reaccion siguiente.

Proceso 1

L
3 0 (1IV)
)
e R r?
Hidrolisis r,\»/
o 11_ 1
NI ]\
/X )S/“'
)
\
g{eaccién de
—1.2 esproteccion »
R L ® R,
N N -—————— N N—Q ————* N N=Q
Pl p! H
(V1) (VIIT) (IX)
V)
B 2 Reaccion de 1
R - Desproteccion R R
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xeaction ri—g'L J\ R R’ R
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en donde R' aR®, E' y E? tienen las mismas definiciones que anteriormente; Q tiene el mismo significado que se define
en la reivindicacién 1; y R!! es un grupo alquilo que puede estar sustituido; grupo arilo que puede estar sustituido;
grupo aralquilo que puede estar sustituido; grupo terc-butoxicarbonilo; grupo etoxicarbonilo; grupo acetilo; grupo
benciloxicarbonilo; grupo p-metoxibencil-oxicarbonilo; R'? es un grupo alquilo C;-Cs de cadena lineal o de cadena
ramificada; L' es un grupo ldbil que puede reemplazarse facilmente con los grupos amino, hidroxi, y mercapto; L>
es un grupo l4bil que puede reemplazarse facilmente con amino, y dcido bérico; P' es un grupo terc-butoxicarbonilo,
grupo etoxicarbonilo, grupo acetilo, grupo benciloxicarbonilo, grupo p-metoxibenciloxicarbonilo, grupo bencilo o
grupo trifluoroacetilo.

De acuerdo con este proceso 1, el compuesto (Ia) puede obtenerse a partir del compuesto de partida conocido (II).

Es decir, para el primer paso, el compuesto (I) se hace reaccionar con 1,0 a 1,5 equivalentes molares del compuesto
éster (III) en el disolvente inerte, y en caso necesario en presencia de la base, bajo agitaciéon a -20°C hasta 150°C,
preferiblemente a 0°C hasta 100°C.

El disolvente inerte a utilizar en la reaccién puede ser benceno, tolueno, tetrahidrofurano, dioxano, dimetilforma-
mida, dimetilsulféxido, acetonitrilo, acetona, metanol, etanol, alcohol isopropilico, alcohol terc-butilico, etilenglicol,
dietil-éter y andlogos.

La base a utilizar en la reaccién anterior puede ser una base orgdnica tal como trietilamina, diisopropiletil-amina,
piridina y andlogas, o una base inorgédnica tal como sodio, hidruro de sodio, potasio, hidruro de potasio, metéxido de so-
dio, terc-but6xido de potasio, carbonato de sodio, carbonato de potasio, carbonato de cesio, fluoruro de cesio, bicarbo-
nato de sodio, bicarbonato de potasio y andlogas. Estas bases organicas y bases inorganicas pueden utilizarse en combi-
nacioén, y pueden afiadirse yoduro de sodio, yoduro de potasio o yoduro de tetrabutilamonio en la mezcla de reaccion.

El sustituyente “L'” en el derivado éster (IIT) puede ser el grupo 14bil que puede reemplazarse facilmente con grupo
amino, hidroxi o mercapto, y ejemplos de los mismos incluyen dtomo de halégeno tal como dtomo de cloro, d&tomo
de bromo, dtomo de yodo; grupo alquilsulfoniloxi tal como grupo metanosulfoniloxi; grupo arilsulfoniloxi tal como
grupo p-toluenosulfoniloxi, grupo 3-nitrobencenosulfonil-oxi y andlogos.

El compuesto (II) y el compuesto (III) a utilizar en esta reaccién pueden ser compuestos disponibles comercial-
mente y conocidos, o pueden prepararse facilmente a partir de compuestos conocidos por utilizacién de métodos
comunes.

Ejemplos del compuesto (II) incluyen 4-(terc-butoxi-carbonilamino)fenol, 4-(terc-butoxicarbonilamino)-2,3,5,6-
tetramethilphenol, 2-{terc-butoxicarbonilamino)-3,4,5,6-tetra-metilfenol, 3-(terc-butoxicarbonilamino)-2.,4,5,6-tetra-
metilfenol, 4-(terc-butoxicarbonilamino)-2,3,5-trimetilfenol, 4-(terc-butoxicarbonilamino)-2-cloro-3,5,6-trimetilfenol,
4(terc-butoxicarbonilamino)-2,3,6-trimetilfenol, 4-(terc-butoxicarbonilamino)-2,3-dimetilfenol, 4-(terc-butoxicarbo-
nilamino)2,5-dimetil-fenol, 2-(terc-butoxicarbonilamino)-4,6-dimetilfenol, 5-(terc-butoxicarbonilamino)-2-metoxife-
nol, 5-(tercbutoxicarbonilamino)-4-cloro-2-metoxifenol, 4-(terc-butoxicarbonilamino)-2,6-diclorofenol, 4-(terc-buto-
xicarbonilamino)-2,3,4,6-tetrametilanilina, 4-metoxi-2-metilanilina, 4-(tercbutoxicarbonilamino)-2,5-dimetilanilina,
2-(terc-butoxicarbonilamino)-4,5-dimetilanilina, 3-(terc-butoxicarbonilamino)-2,4,6-trimetilanilina, 2-(terc-butoxicar-
bonilamino)-4,5dimetilanilina, 4-(terc-butoxicarbonilamino)-2,5-dicloroanilina, 4-(terc-butoxicarbonilamino)-2,6-di-
cloroanilina, 2-(terc-butoxicarbonilarnino)-4,5-dicloroanilina, 4-(terc-butoxicarbonilamino)2-metoxi-5-metilanilina,
4-(terc-butoxicarbonilamino)-2,5dimetoxianilina, 4-(benciloxicarbonilamino)fenol, 4-(benciloxicarbonilamino)-2,3,5,
6-tetrametilfenol, 2-(benciloxicarbonilamino)-3,4,5,6-tetrametilfenol, 3-(benciloxicarbonilamino)-2,4,5,6-tetrametil-
fenol, 4-(benciloxicarbonilamino)2.3,5-trimetilfenol, 4-(benciloxicarbonilamino)-2-cloro-3.S,6trimetilfenol, 4-(ben-
ciloxicarbonilamino)-2,3,6-trimetilfenol, 4-(benciloxicarbonilamino)-2,3-dimetilfenol, 4-(benciloxicarbonilamino)-
2,5-dimetilfenol, 2-(benciloxicarbonilamino)-4,6-dimetilfenol, 5-(benciloxicarbonilamino)-2-metoxifenol, 5-(ben-
ciloxicarbonilamino)-4-cloro-2-metoxifenol, 4-(benciloxicarbonilamino)-2,6-diclorofenol, 4-(benciloxicarbonilami-
no)-2,3,4,6-tetrametilanilina, 4-metoxi-2-metilanilina, 4-(benciloxicarbonilamino)-2,5-dimetilanilina, 2-(benciloxi-
carbonilamino)-4,5-dimetilanilina. 3-(benciloxicarbonilamino)-2,4,6-trimetilanilina, 2-(benciloxicarbonilamino)-4,5-
dimetilanilina, 4-(benciloxicarbonilamino)-2,5-dicloroanilina, 4(benciloxicarbonilamino)-2,6-dicloroanilina, 2-(ben-
ciloxicarbonilamino)-4,5-dicloroanilina, 4-(benciloxicarbonilamino)-2-metoxi-5-metilanilina, 4-(benciloxicarbonila-
mino)-2,5-dimetoxianilina y analogos.

El compuesto éster de la férmula (IIT) incluye, por ejemplo, bromoacetato de etilo, 2-bromopropionato de etilo, 2-
bromo-2-metilpropionato de etilo, etcétera.

A continuacién, el compuesto (IV) obtenido se hidrogena para convertirlo en el derivado de 4cido carboxilico (V)
por los métodos comunes.

El compuesto (IX) a utilizar para la reaccién de condensacién con el derivado de dcido carboxilico (V) arriba
obtenido puede obtenerse de la manera siguiente.

A saber, en el primer paso, el derivado amina (VI) se trata por la reaccién de condensacién con el compuesto (VII)
en el disolvente inerte, y en caso necesario en presencia de la base, con agitacién a la temperatura ambiente hasta
180°C, para obtener el compuesto (VIII).
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El disolvente inerte a utilizar en la reaccién puede ser benceno, tolueno, xileno, dietilanilina, tetrahidrofurano, die-
tiléter, dimetilformamida, dimetil-sulféxido, diclorometano, cloroformo, metanol, etanol, propan-2-ol, alcohol butilico
y andlogos.

La base a utilizar en la reaccién anterior puede ser una base orgdnica tal como trietilamina, diisopropilamina, y
andlogas, o una base inorgédnica tal como hidruro de sodio, hidruro de potasio, terc-butéxido de sodio, terc-butéxido
de potasio, etoxido de sodio, carbonato de sodio, bicarbonato de sodio, carbonato de cesio y andlogos.

La reaccién del compuesto amina (VI) con el compuesto (VII) puede conducirse también en un disolvente inerte
tal como benceno, tolueno, xileno y tetrahidrofurano, y en presencia de un catalizador de paladio tal como tris(di-
bencilideno-acetona)dipaladio, diacetoxipaladio, cloruro de paladio y andlogos, un compuesto de coordinacién con
fosfina tal como tri-n-butilfosfina, tri-terc-butilfosfina, tri-o-tolilfosfina, BINAP y andlogos, y una base tal como terc-
butéxido de sodio y carbonato de cesio con agitacién a 50°C hasta 150°C.

Adicionalmente, la reaccién del compuesto (VII), en el cual el sustituto “L>” es un resto de dcido borénico, con
el compuesto amina (VI) puede conducirse en un disolvente inerte, y en presencia de la base y 1,0 a 2,0 equivalentes
molares de acetato de cobre (CuOAc,), con agitacién a la temperatura ambiente hasta 100°C [D.M.T. Chan et al.,
Tetrahedron Letters, 39, 2933 (1998)].

El disolvente inerte a utilizar en esta reaccion puede ser diclorometano, cloroformo y andlogos, y la base puede ser
trietilamina, piridina y andlogas.

El compuesto (VI) a utilizar para la reaccién con el compuesto (VII) es un compuesto conocido [compérese R.H.
Mach et al., J. Med. Chem., 36, 3707 (1993)], o puede prepararse facilmente por los métodos descritos en el documento
EP 0184257 A1l [R.A. Stokbroekx, et al.].

A continuacién, el grupo protector en el dtomo de nitrégeno del compuesto (VIII) asi obtenido se elimina para
obtener el derivado de amina (IX).

Esta reaccién puede variar dependiendo del grupo protector en el 4tomo de nitrégeno del compuesto (VIII). Por
ejemplo, el compuesto (VIII) se trata con 4cidos tales como acido acético, dcido trifluoroacético, dcido metanosulféni-
co, acido trifluorometanosulfénico, acido clorhidrico, dcido sulftirico, o acido nitrico en un disolvente inerte tal como
benceno, tolueno, acetonitrilo, tetrahidrofurano, dioxano, diclorometano, cloroformo, tetracloruro de carbono, agua,
metanol, etanol, y andlogos.

Adicionalmente, la eliminacién del grupo protector puede llevarse a cabo también por hidrogendlisis del compuesto
(VIID) bajo 1 a 5 atmésferas de hidrégeno, en presencia de un catalizador tal como paladio-carbono, hidréxido de
paladio, platino, u 6xido de platino, en un disolvente inerte tal como metanol, etanol, alcohol isopropilico, acetato de
etilo o 4cido acético.

A continuacién, el derivado de 4cido carboxilico de la férmula (V) se convierte en el derivado amina (X) por
reaccion con el compuesto (IX).

Las condiciones de reaccién de esta reaccidon de amidacién pueden variar de acuerdo con los métodos descritos en
“Compendium for Organic Synthesis” (Wiley-Interscience: A Division of John Wiley & Sons Ltd.).

Por ejemplo, el compuesto (V) se trata, opcionalmente en presencia de una base orgdnica o inorgénica, con cia-
nofosfonato de dietilo (DEPC), difenilfosforil-azida (DPPA), diciclohexilcarbodiimida (DCC), hidrocloruro de 1-etil-
3-(dimetilaminopropil)carbodiimida o yoduro de 2-yodo-1-metil-piridinio, seguido por reaccién con el compuesto
(IX) para obtener el compuesto amida (X). Ulteriormente, el compuesto (V) se convierte en el compuesto éster activa-
do tal como haluro de acido, anhidrido de 4cido simétrico, o mezcla de anhidridos de 4cido, y a continuacién se hace
reaccionar con el compuesto (IX) para obtener el compuesto amida (X).

El compuesto (X) asi obtenido se convierte en los derivados de aminofenoxiacetamida de la férmula (Ia), el com-
puesto de la presente invencion, por la reaccién de eliminacién del grupo protector en el dtomo de nitrégeno del
compuesto amida (X).

Aunque cada compuesto obtenido en el proceso 1 anterior puede utilizarse para la reaccion siguiente sin purifi-
cacién adicional, el mismo puede utilizarse también después de purificacion adicional en caso necesario de manera
convencional tal como recristalizacién o cromatografia en columna, etcétera.
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Proceso 2
R
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» L S

en donde, R a R®, y R!! tienen las mismas definiciones que anteriormente, E' y E? tienen los mismos significados
que se definen en la reivindicacién 2, y P? es grupo terc-butoxicarbonilo, grupo etoxicarbonilo, grupo acetilo, grupo
benciloxicarbonilo, grupo p-metoxibenciloxi-carbonilo, grupo bencilo o grupo trifluoroacetilo.

De acuerdo con este proceso 2, el derivado de aminofenoxiacetamida de la férmula (Ib) puede sintetizarse a partir
del compuesto (V) [en donde R' a R* son grupos metilo, E' es 4tomo de oxigeno y E* es -NR’; 0 E' es -NR!® y E? es
atomo de oxigeno] obtenido en el proceso 1 arriba mencionado.

A saber, el compuesto (V’) [en donde R! a R* son grupos metilo, E' es dtomo de oxigeno y E* es -NR’; o E! es
-NR'"" y E? es d4tomo de oxigeno] se hace reaccionar con el compuesto (XI) para obtener el compuesto amida (XII), y
a continuacién, el grupo protector del compuesto resultante (XII) se elimina para dar el derivado de aminofenoxiace-
tamida (Ib).

Esta reaccidn puede llevarse a cabo de la misma manera que se ha descrito en el proceso 1.

Proceso 3
Me
,\4\ 6 .7 pd
Rl L ]\ ROR R L’—(CH, ) —X—Y—Q"
/\\,\ Ez&(" (XIII)
Me Me o) NH >
(Ib)

Me M

(-
’;\/ 8
2 6 o7
/% E,)gn,n N—(CH, ) ;/~X—Y¥~Q'
Me 0

Me
(Ic)

en donde R® a R® tienen las mismas definiciones que anteriormente, n, X, Y, Q’, E! y E? tienen los mismos significados
que se definen en la reivindicacion 2.

De acuerdo con este proceso 3, el derivado de aminofenoxiacetamida de la férmula (Ic) puede obtenerse a partir
del compuesto (Ib) por reaccién con el compuesto (XIII).

A saber, el compuesto (Ib) se hace reaccionar con 1,0 a 1,5 equivalentes molares del compuesto (XIII) en un disol-
vente inerte tal como benceno, tolueno, tetrahidrofurano, dioxano, dimetilformamida, dimetilsulféxido, acetonitrilo,
acetona, éter, diclorometano, cloroformo y tetracloruro de carbono en presencia de una base, a -50°C hasta 120°C, con
preferencia a -20°C hasta 80°C.
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La base a utilizar en la reaccién puede ser una base organica tal como trietilamina, diisopropiletilamina, piridina y
andlogas, o una base inorgénica tal como sodio, hidruro de sodio, potasio, hidruro de potasio, etéxido de sodio, terc-
butéxido de sodio, carbonato de sodio, carbonato de potasio, carbonato de cesio, fluoruro de cesio, bicarbonato de
sodio, bicarbonato de potasio y andlogos. Yoduro de sodio, yoduro de potasio o yoduro de tetrabu-tilamonio pueden
afadirse a la mezcla de reaccion.

El sustituyente “L>” en el compuesto (XIII) es el grupo 14bil, que puede reemplazarse facilmente por grupo ami-
no, incluyendo ejemplos del mismo dtomo de halégeno tal como dtomo de cloro, &tomo de bromo, dtomo de yodo;
grupo alquilsulfoniloxi tal como grupo metanosulfoniloxi; grupo arilsulfoniloxi tal como grupo p-toluenosulfoniloxi
y andlogos.

En este proceso 3, puede producirse también el derivado de aminofenoxiacetamida de la férmula (Ic).

Proceso 4
Me Me
R"-—zl_"'v\L RER’ R’ O Q'
l/%\ a’&(“ (CH,)y (XIva)
Me Me O -
NH , OH '
L Q
(Ib) \/\(Cﬂz)m/ (XIVb)
Me
N e 6 o7 R OH
Rs—Eln— l R R | ]
yStge N N (et Y
\’\ E 2)1:
Me Me 0

(1d)

en donde R’ a R® y L? tienen las mismas definiciones que se han mencionado anteriormente, Q’, E! y E? tienen los
mismos significados que se definen en la reivindicacién 2, y n es un nimero entero de 0 a 3.

De acuerdo con este proceso 4, el derivado de aminofenoxiacetamida de la férmula (Id) de la presente invencién
puede obtenerse por la reaccién del compuesto (Ib), obtenido en el proceso 2 arriba mencionado, con el compuesto
(XIVa) o el compuesto (XIVDb).

Por ejemplo, el compuesto (Ib) se hace reaccionar con 0,9 a 1,5 equivalentes molares del compuesto (XIVa) o
(XIVD) en un disolvente inerte a una temperatura que va desde la temperatura ambiente hasta aproximadamente 200°C,
con preferencia a aproximadamente 50°C hasta aproximadamente 150°C, para producir la aminofenoxiacetamida de
la férmula (Id).

El disolvente inerte a utilizar en la reaccién puede ser benceno, tolueno, tetrahidrofurano, dietil-éter, etilenglicol-
dimetil-éter, dioxano, dimetilformamida, dimetil-sulf6xido, acetonitrilo, metanol, etanol, alcohol isopropilico, alcohol
terc-butilico, etilenglicol y andlogos.

Ejemplos del compuesto (XIVa) incluyen epibromhidrina, epiclorhidrina, (R)-epiclorhidrina, (S)-epiclorhidrina y
andlogos, y ejemplos del compuesto (XIVb) incluyen tosilato de glicidilo, (R)-tosilato de glicidilo, (S)-tosilato de
glicidilo, (R)-3-nitro-bencenosulfonato de glicidilo, (S)-3-nitrobencenosulfonato de glicidilo, (R)-4-nitro-benzoato de
glicidilo, (S)-4-nitrobenzoato de glicidilo, cloruro de glicidiltrimetilamonio y andlogos.

En este proceso 4, puede producirse también el derivado de aminofenoxiacetamida de la férmula (Id).

Los derivados de aminofenoxiacetamida de la férmula (I) asi obtenidos pueden aislarse y purificarse de manera
convencional, tal como recristalizacion, cromatografia en columna y métodos andlogos.

Adicionalmente, cada isémero contenido en los compuestos de la férmula (I) de la presente invencidén puede

obtenerse por resolucién de la mezcla de isémeros de estos compuestos por los métodos convencionales, tales como
recristalizacion, cromatografia en columna, HPLC y andlogos, o por utilizacién de reactivos dpticamente activos.
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Los derivados de aminofenoxiacetamida de la presente invencidn representados por la férmula (I) pueden utilizarse
en la forma de bases libres o sales de adicion de dcido farmacéuticamente aceptables adecuadas de los mismos. Las
sales farmacéuticamente aceptables pueden obtenerse por el tratamiento del compuesto (I) con un 4cido inorganico
o un 4cido orgdnico en un disolvente orgédnico adecuado tal como éter, tetrahidrofurano, diclorometano, cloroformo,
benceno, tolueno, metanol, isopropanol, etanol y andlogos.

Ejemplos del 4cido inorgdnico incluyen acido clorhidrico, dcido sulfurico, dcido bromhidrico, dcido fosférico, 4ci-
do peryddico y andlogos. Adicionalmente, ejemplo del 4cido organico incluyen dcido férmico, 4cido acético, acido
butirico, dcido oxdlico, 4cido malénico, dcido propidnico, 4cido valérico, 4cido succinico, dcido fumadrico, 4cido ma-
leico, 4cido tartarico, 4cido citrico, dcido madlico, dcido benzoico, dcido p-toluenosulfénico, 4cido metanosulfénico y
andlogos.

Los derivados de aminofenoxiacetamida de la presente invencién representados por la férmula (I) o sus sales
farmacéuticamente aceptables exhiben una toxicidad baja y pueden administrarse per se. Sin embargo, los mismos
pueden convertirse en la forma de composiciones farmacéuticamente aceptables con los vehiculos farmacéuticamente
aceptables convencionales para mejora o tratamiento de diversas clases de enfermedades debidas a trastorno cerebral
funcional u orgénico.

Las formas de dosificacién pueden incluir formulaciones orales tales como cdpsulas, tabletas o formulaciones
parenterales tales como soluciones inyectables que contienen el compuesto de la formula (I) per se, o utilizando los
excipientes convencionales. Por ejemplo, las cdpsulas pueden prepararse por mezcla del compuesto de la férmula (I)
en forma de polvo con un excipiente adecuado tal como lactosa, almidén o derivados de los mismos o derivados de
celulosa, e introducirse luego en capsulas de gelatina.

Asimismo, las tabletas se pueden preparar por mezcla de los ingredientes activos con los excipientes arriba men-
cionados, aglomerantes tales como sodio-carboximetilcelulosa, 4cido alginico o goma ardbiga y agua, seguido en caso
necesario por transformacién en granulos de la mixtura resultante. A continuacién, la mixtura puede mezclarse ulte-
riormente con lubricantes tales como talco o dcido estedrico, y comprimirse en tabletas por medio de una maquina
comun de fabricacion de tabletas.

Las formulaciones inyectables para ruta parenteral pueden prepararse también por disolucién del compuesto de la
férmula (I) o sus sales en solucion destilada estéril o solucién salina fisioldgica estéril con adyuvante de disolucidn,
y llenado de aquél en amplio [sic]. Puede utilizarse un estabilizador o tampdn en la solucién inyectable, y la solucién
inyectable puede administrarse por via intravenosa o por goteo.

En la administracién del compuesto de la formula (I), que posee efecto neuroprotector por induccién de Calbin-
dinD-28k, una de las proteinas de fijacién de Ca®*, la dosis terapéuticamente eficaz para la mejora de los trastornos
cerebrales funcionales y organicos no estd limitada particularmente y puede variar dependiendo de las diversas cla-
ses de factores. Estos factores pueden ser el estado del paciente, la gravedad de la enfermedad, la edad, la existen-
cia de una complicacién, la ruta de administracién, la formulacién, asi como el nimero de veces para administra-
cion.

Una dosis diaria usual recomendada para administracion oral estd comprendida en el intervalo de 0,1-1000 mg/dia/
persona, preferiblemente 1-500 mg/dia/persona, mientras que una dosis diaria recomendada usual para administracién
parenteral estd comprendida dentro del intervalo de 1/100 a %2 basada en la dosis de la administracion oral. Estas dosis
pueden variar también dependiendo de la edad, asi como del estado del paciente.

Ejemplos

La presente invencién se ilustra con mayor detalle por la via de los ejemplos que siguen, no obstante lo cual debe
indicarse que la presente invencién no estd limitada en modo alguno por estos ejemplos. Los ejemplos marcados con
un asterisco (*) se dan inicamente para referencia y/o comparacion.

Los nimeros de los compuestos en los ejemplos que siguen son idénticos a los de la Tabla mencionada mas
adelante.

Ejemplo 1*
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-N-metil-N-(4-piperidinil Jacetamida (1)

Una solucién de 457 mg de 4cido 2-[4-(terc-butoxicarbonil-amino)-2,3,5,6-tetrametilfenoxilacético, 363 mg de 1-
(terc-butoxi-carbonilamino)-4-metilamino-piperidina, 2,16 g de anhidrido del dcido propano-fosfénico al 25% [Japa-
nese Patent Kokai Showa 55-100346] en solucién de acetato de etilo y 985 ul de trietilamina en 5 ml de diclorometano
se agité durante una noche a la temperatura ambiente. Después de la reaccidn, se afiadié una solucién acuosa saturada
de hidrogenocarbonato de sodio a la mezcla de reaccion, y la mezcla se extrajo con diclorometano. El extracto se lavo
con solucidn salina, se secd y se concentrd a presion reducida para dar un residuo. El residuo obtenido se disolvid
en 8 ml de diclorometano, y se afiadieron a esta solucién 2 ml de 4cido trifluoroacético bajo enfriamiento con hielo,
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después de lo cual la mezcla se agité durante una hora a la temperatura ambiente. Después de eliminacién del disol-
vente, el residuo resultante se purificé por cromatografia en columna (diclorometano:metanol = 30:1) sobre gel de
silice recubierto con amina (Fuji Silysia Chemical Ltd.) para dar 192 mg (42%) del compuesto (1) arriba mencionado.
Ejemplo 2*
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-N-metil-(4-piperidinil )propanamida (2)

El compuesto del titulo (2) se obtuvo a partir de acido 2-[4-(terc-butoxicarbonilamino)-2,3,5,6-tetrametil-fenoxi]
propidnico y 1-(terc-butoxi-carbonilamino)-4-metilaminopiperidina del mismo modo que en el Ejemplo 1.
Ejemplo 3*
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-2-metil-N-metil-N-(4-piperidinil-propanamida (3)

El compuesto del titulo (3) se obtuvo a partir de dcido 2-[4-(terc-butoxicarbonilamino)-2,3,5,6-tetrametil-fenoxi]-
2-metil-propidnico y 1-(terc-butoxi-carbonil-amino)-4-metilaminopiperidina de la misma manera que en el Ejemplo

Ejemplo 4*
2-(2-Amino-3,4,5,6-tetrametilfenoxi)-N-metil-N-(4-piperidinil Jacetamida (4)

El compuesto del titulo (4) se obtuvo a partir de 4cido 2-[2-(terc-butoxicarbonilamino)-3,4,5,6-tetrametil-fenoxi]
acético y 1-(terc-butoxi-carbonilamino)-4-metilaminopiperidina de la misma manera que en el Ejemplo 1.
Ejemplo 5*
2-(3-Amino-2,4,5,6-tetrametilfenoxi)-N-metil-N-(4-piperidinil Jacetamida (5)

El compuesto del titulo (5) se obtuvo a partir de dcido 2-[3-(terc-butoxicarbonilamino)-2,4,5,6-tetrametil-fenoxi]
acético y 1-(terc-butoxi-carbonilamino)-4-metilaminopiperidina de la misma manera que en el Ejemplo 1.
Ejemplo 6
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-N-metil-N-( I -fenetil-4-piperidinil)acetamida (6)

A una solucién mixta de 99 mg del compuesto (1) obtenido en el Ejemplo 1 y 42,3 ul de bromuro de fenetilo en
2 ml de acetonitrilo se afiadieron 65 ul de trietilamina, y la mezcla se agité durante 5 horas a 60°C. Después de la
reaccion, se afiadié a la mezcla de reaccién solucion acuosa saturada de hidrogenocarbonato de sodio, y la mezcla se
extrajo con acetato de etilo. El extracto se lavé con solucién salina, se secd y se concentrd a presion reducida para dar
el residuo. El residuo obtenido se purificé por cromatografia en columna (diclorometano:éter = 1:1) sobre gel de silice
recubierto con amina (Fuji Silysia Chemical Ltd.) para dar 86 mg (65%) del compuesto (6) arriba mencionado.
Ejemplo 7
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-N-[ 1-(2-anilino-2-oxoetil)-4-piperidinil ]-N-metilacetamida (7)

El compuesto del titulo (7) se obtuvo a partir del compuesto (1) obtenido en el Ejemplo 1 y N-fenil-2-bromoaceta-
mida de la misma manera que en el Ejemplo 6.
Ejemplo 8*
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-N-(1-benzoil-4-piperidinil )-N-metilacetamida (8)

El compuesto del titulo (8) se obtuvo a partir del compuesto (1) obtenido en el Ejemplo 1 y cloruro de benzoilo de
la misma manera que en el Ejemplo 6.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2291 308 T3

Ejemplo 9*
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-N-( 1 -butil-4-piperidinil )-N-metilacetamida (9)

El compuesto del titulo (9) se obtuvo a partir del compuesto (1) obtenido en el Ejemplo 1 y bromuro de butilo de

la misma manera que en el Ejemplo 6.
Ejemplo 10*
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-N-[ 1-(2-fenil-2-oxoetil)-4-piperidinil |-N-metilacetamida (10)

El compuesto del titulo (10) se obtuvo a partir del compuesto (1) obtenido en el Ejemplo 1 y bromuro de fenacilo
de la misma manera que en el Ejemplo 6.

Ejemplo 11*
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-N-[ 1-(2-hidroxi-2-feniletil )-4-piperidinil ]-N-metilacetamida (11)

A una solucién mixta del compuesto (10) obtenido en el Ejemplo 10 en metanol se afiadieron 1,0 equivalentes
de borohidruro de sodio a 0°C, y la mezcla se agité durante 1,5 horas a la temperatura ambiente. Después de la
reaccion se elimind el disolvente a presion reducida, y el residuo resultante se purificé por cromatografia en columna
(diclorometano:metanol = 20:1) sobre gel de silice recubierto con amina (Fuji Silysia Chemical Ltd.) para dar del
compuesto arriba mencionado (11) con un rendimiento de 58%.

Ejemplo 12*
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-N-(1-ciclopropilmetil-4-piperidinil ]-N-metilacetamida (12)

El compuesto del titulo (12) se obtuvo a partir del compuesto (1) obtenido en el Ejemplo 1 y bromuro de ciclopro-
pilmetilo de la misma manera que en el Ejemplo 6.

Ejemplo 13

2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-N-metil-N-[ 1-(trans-2-fenil- I -ciclopropilmetil)-4-piperidinil ] -metilacetamida
(13)

El compuesto del titulo (13) se obtuvo a partir del compuesto (1) obtenido en el Ejemplo 1 y bromuro de trans-2-
fenil-1-ciclopropilmetilo de la misma manera que en el Ejemplo 6.
Ejemplo 14*
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-N-metil-N-[ 1-(2-fenoxietil)-4-piperidinil Jacetamida (14)

El compuesto del titulo (14) se obtuvo a partir del compuesto (1) obtenido en el Ejemplo 1 y bromuro de 2-
fenoxietilo de la misma manera que en el Ejemplo 6.
Ejemplo 15%
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-N-metil-N-{ 1-[ 2-(N-metilanilino)-2-oxoetil ]-4-piperidinil }-acetamida (15)

El compuesto del titulo (15) se obtuvo a partir del compuesto (1) obtenido en el Ejemplo 1 y N-metil-N-fenil-2-
bromoacetamida de la misma manera que en el Ejemplo 6.
Ejemplo 16*
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-N-metil-N-{ 1 -[ 2-(4-morfolinil etil ]-4-piperidinil }Jacetamida (16)

El compuesto del titulo (16) se obtuvo a partir del compuesto (1) obtenido en el Ejemplo 1 e hidrocloruro de N-(2-
bromoetil)morfolina de la misma manera que en el Ejemplo 6.
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Ejemplo 17*
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-N-{ 1-[ 2-(2-hidroxi-2-feniletoxi)etil |-4-piperidinil }-N-metil-acetamida (17)

El compuesto del titulo (17) se obtuvo a partir del compuesto (1) obtenido en el Ejemplo 1 y 2-(cloroetoxi)-1-

feniletanol de la misma manera que en el Ejemplo 6.
Ejemplo 18*
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-N-[ 1-(4-ciano-bencil)-4-piperidinil ]-N-metilacetamida (18)

El compuesto del titulo (18) se obtuvo a partir del compuesto (1) obtenido en el Ejemplo 1 bromuro de 4-ciano-
bencilo de la misma manera que en el Ejemplo 6.

Ejemplo 19*
4-({4-[[(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-acetil |-(metilJamino |- 1 -piperidinil Jmetil)benzamida (19)

A una solucién mixta de 82 mg del compuesto (18) obtenido en el Ejemplo 18 en metanol se afiadieron 58 ul
de solucién acuosa de peréxido de hidrégeno al 30% y 150 ul de solucién acuosa 3 N de hidroxido de sodio bajo
enfriamiento con hielo, y la mezcla de reaccién se agité durante 6 horas a la temperatura ambiente. Después de la
reaccion, se afiadid solucidén acuosa saturada de hidrogenocarbonato de sodio a la mezcla de reaccién, y se extrajo
con diclorometano. La capa orgénica se lavé con solucién salina saturada, se seco y se elimind el disolvente a presién
reducida. El residuo resultante se purificé por cromatografia en columna (diclorometano:metanol = 10:1) sobre gel de
silice recubierto con amina (Fuji Silysia Chemical Ltd.) para dar 66 mg (77%) del compuesto arriba mencionado (19).
Ejemplo 20*
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-N-metil-N-(1-[ 2-feniltio Jetil)-4-piperidinil Jacetamida (20)

El compuesto del titulo (20) se obtuvo a partir del compuesto (1) obtenido en el Ejemplo 1 y sulfuro de 2-(cloroetil)
fenilo de la misma manera que en el Ejemplo 6.

Ejemplo 21*
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-N-metil-N-[ 1-(2-propinil)-4-piperidinil Jacetamida (21)

El compuesto del titulo (21) se obtuvo a partir del compuesto (1) obtenido en el Ejemplo 1 y bromuro de propargilo

de la misma manera que en el Ejemplo 6.
Ejemplo 22
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-N-metil-N-[ 1-(1-metil-2-feniletil)-4-piperidinil Jacetamida (22)

El compuesto del titulo (22) se obtuvo a partir del compuesto (1) obtenido en el Ejemplo 1 y 2-bromo-1-fenilpro-

pano de la misma manera que en el Ejemplo 6.
Ejemplo 23*
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-N-( I -ciclopropilmetil-4-piperidinil )-N-metilpropanamida (23)
El compuesto del titulo (23) se obtuvo a partir del compuesto (2) obtenido en el Ejemplo 2 y bromuro de ciclopro-
pilmetilo de la misma manera que en el Ejemplo 6.
Ejemplo 24*
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-N-(1-butil-4-piperidinil )-N-metilpropanamida (24)
El compuesto del titulo (24) se obtuvo a partir del compuesto (2) obtenido en el Ejemplo 2 y 1-bromobutano de la

misma manera que en el Ejemplo 6.
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Ejemplo 25%
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-N-metil-N-(1-[2-(4-morfolinil )etil ]-4-piperidinil )propan-amida (25)
El compuesto del titulo (25) se obtuvo a partir del compuesto (2) obtenido en el Ejemplo 2 e hidrocloruro de N-(2-
bromoetil)morfolina de la misma manera que en el Ejemplo 6.
Ejemplo 26
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-N-metil-N-[ 1 -(trans-2-fenil- I -ciclopropilmetil)-4-piperidinil |]-propanamida (26 )
El compuesto del titulo (26) se obtuvo a partir del compuesto (2) obtenido en el Ejemplo 2 y bromuro de trans-2-
fenil-1-ciclopropilmetilo de la misma manera que en el Ejemplo 6.
Ejemplo 27%
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-N-metil-N-{ - [2-(N-metilanilino)-2-oxoetil ]-4-piperidinil }-propanamida (27)
El compuesto del titulo (27) se obtuvo a partir del compuesto (2) obtenido en el Ejemplo 2 y N-metil-N-fenil-2-
bromoacetamida de la misma manera que en el Ejemplo 6.
Ejemplo 28
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilfenoxi)-N-2-dimetil-N-[ 1 -(2-feniletil)-4-piperidinil [propanamida (28)
El compuesto del titulo (28) se obtuvo a partir del compuesto (3) obtenido en el Ejemplo 3 y bromuro de fenetilo
de la misma manera que en el Ejemplo 6.
Ejemplo 29
2-(2-Amino-3,4,5,6-tetrametilfenoxi)-N-metil-N-[ 1-(2-fenetil)-4-piperidinil Jacetamida (29)
El compuesto del titulo (29) se obtuvo a partir del compuesto (4) obtenido en el Ejemplo 4 y bromuro de fenetilo
de la misma manera que en el Ejemplo 6.
Ejemplo 30*
2-(2-Amino-3,4,5,6-tetrametilfenoxi)-N-[ 1-(2-fenil-2-oxoetil)-4-piperidinil |-N-metilacetamida (30)
El compuesto del titulo (30) se obtuvo a partir del compuesto (4) obtenido en el Ejemplo 4 y bromuro de fenacilo
de la misma manera que en el Ejemplo 6.
Ejemplo 31*
2-(2-Amino-3,4,5,6-tetrametilanilino )-N-metil-N-[ 1 -(4-fenoxifenil)-4-piperidinil Jacetamida (31)
El compuesto del titulo (31) se obtuvo a partir de acido 2-[2-(terc-butoxicarbonilamino)-3.4,5,6-tetrametil-anilino]
acético y 1-(4-fenoxifenil)-4-metilamino-piperidina de la misma manera que en el Ejemplo 1.
Ejemplo 32*
2-(2-Amino-3,4,5,6-tetrametilanilino)-N-{ 1 -[4-(4-fluorobencil )fenil ]-4-piperidinil }N-metilacetamida (32)
El compuesto del titulo (32) se obtuvo a partir de acido 2-[2-(terc-butoxicarbonilamino)-3.4,5,6-tetrametil-anilino]
acético y 1-[4-(4-fluorobencil)fenil]-4-metil-aminopiperidina de la misma manera que en el Ejemplo 1.
Ejemplo 33*
2-(3-Amino-2,4,5,6-tetrametilfenoxi)-N-(1-benzoil-4-piperidinil)N-metilacetamida (33)

El compuesto del titulo (33) se obtuvo a partir del compuesto (5) obtenido en el Ejemplo 5 y cloruro de benzoilo
de la misma manera que en el Ejemplo 6.
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Ejemplo 34*
2-(3-Amino-2,4,5,6-tetrametilfenoxi)-N-(1-(4-ciano-bencil)-4-piperidinil )-N-metilacetamida (34)

El compuesto del titulo (34) se obtuvo a partir del compuesto (5) obtenido en el Ejemplo 5 y bromuro de 4-
cianobencilo de la misma manera que en el Ejemplo 6.
Ejemplo 35
2-(3-Amino-2,4,5,6-tetrametilfenoxi)-N-metil-N-[ 1-(2-feniletil)-4-piperidinil |-acetamida (35)

El compuesto del titulo (35) se obtuvo a partir del compuesto (5) obtenido en el Ejemplo 5 y bromuro de fenetilo
de la misma manera que en el Ejemplo 6.
Ejemplo 36*
2-(4-Amino-2,3,5-trimetilfenoxi)-N-[ I-(4-fluorofenil )-4-piperidinil ]-N-metilacetamida (36)

El compuesto del titulo (36) se obtuvo a partir de 4cido 2-[4-(terc-butoxicarbonilamino)-2,3,5-trimetil-fenoxi]
acético y 1-(4-fluorofenil)-4-metilaminopiperidina de la misma manera que en el Ejemplo 1.
Ejemplo 37*
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilanilino)-N-[ 1-(1,3-benzotiazol-2-il)-4-piperidinil ]-N-metilacetamida (37)

El compuesto del titulo (37) se obtuvo a partir de dcido 2-[4-(terc-butoxicarbonilamino)-2,3,5,6-tetrametil-anilino]
acético y 1-(1,3-benzotiazol-2-il)-4-metilamino-piperidina de la misma manera que en el Ejemplo 1.
Ejemplo 38*
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilanilino)-N-[ I-(4-fluorofenil )-4-piperidinil ]-N-metilacetamida (38)

El compuesto del titulo (38) se obtuvo a partir de dcido 2-[4-(terc-butoxicarbonilamino)-2,3,5,6-tetrametil-anilino]
acético y 1-(4-fluorofenil)-4-metilamino-piperidina de la misma manera que en el Ejemplo 1.
Ejemplo 39*
2-(3-Amino-2,4,6-trimetilanilino)-N-[ 1-(4-fluorofenil )-4-piperidinil ]-N-metilacetamida (39)

El compuesto del titulo (39) se obtuvo a partir de 4cido 2-[3-(terc-butoxicarbonilamino)-2,4,6-trimetil-anilino]
acético y 1-(4-fluorofenil)-4-metilamino-piperidina de la misma manera que en el Ejemplo 1.
Ejemplo 40*
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilanilino )-N-metil-N-[ 1 -(4-fenoxifenil )-4-piperidinil [propanamida (40)

El compuesto del titulo (40) se obtuvo a partir de dcido 2-[4-(terc-butoxicarbonilamino)-2,3,5,6-tetrametil-anilino]
propioénico y 1-(4-fenoxifenil)-4-metilamino-piperidina de la misma manera que en el Ejemplo 1.
Ejemplo 41*
2-(4-Amino-2,3,5,6-tetrametilanilino)-N-(1-[ 1,1 ’-bifenil ]-4-il-4-piperidinil)-N-metilpropanamida (41)

El compuesto del titulo (41) se obtuvo a partir de dcido 2-[4-(terc-butoxicarbonilamino)-2,3,5,6-tetrametil-anilino]
propidnico y 1-[1,1’-bifenil]-4-il-N-metil-4-piperidin-amina de la misma manera que en el Ejemplo 1.

Los datos fisicoquimicos de los compuestos obtenidos por los ejemplos arriba mencionados se resumen en las
tablas 1 a 7 siguientes.
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El efecto de los derivados de aminofenoxiacetamida de la presente invencion representados por la férmula (I) se
evalud por los métodos de ensayo bioldgico siguientes.

Ensayo 1: Evaluacidn del efecto neuroprotector contra la neurodegeneracion inducida por glutamato, por compara-
cién de la administracién del compuesto de ensayo antes de la adicidn de glutamato con la administracién
simultdnea del compuesto de ensayo junto con el glutamato.

Ensayo 2: Evaluacién del antagonismo contra la muerte celular por tratamiento de diversas clases de inhibidor del
receptor y MTA [5-desoxi-5-metil-tioadenosina].

Ensayo 3: Evaluacidon del efecto del incremento de la produccién de CalbindinD-28k.
Ensayo 4: Evaluacidn del efecto inhibidor neuroprotector por oligonucleétidos antisentido.

Ensayo 5:  Evaluacién del efecto supresor del edema cerebral.

Por utilizacién de los ensayos bioldgicos arriba mencionados, se realizo la seleccion de los compuestos que tienen
efecto neuroprotector por activacion del receptor de FGF, debido a la introduccién de la CalbindinD-28k, una de las
proteinas de fijacion de Ca**, por combinacién de todos los ensayos 1 a 4, por combinacién de los ensayos 1y 2, por
combinacidn de los ensayos 1, 2 'y 3, o por combinacién de los ensayos 1, 3 y 4, respectivamente.

A continuacién se da la descripcion detallada de los métodos de ensayo.
Ensayo biolégico 1
Evaluacion del efecto neuroprotector contra la muerte de las células neuronales inducida por glutamato

Se prepararon cultivos primarios a partir de cortezas cerebrales de ratas Wistar fetales (E18) de acuerdo con el
método modificado de Mattson y Kater [M.P. Mattson Brain Res. Rev., 13, 179 (1988)]. Después de disociacién con
papaina, se sembraron neuronas sobre placas de 96 pocillos recubiertas con poli-L-lisina (Sumitomo Bakelite Co.,
Ltd.) a una densidad de 5x10* células/pocillo y se cultivaron en 100 ul de medio DMEM (medio Eagle modificado de
Dulbecco (Gibco) complementado con NaHCO; 10 mM, KCI 15 mM, piruvato de sodio 1 mM, y 10% (vol/vol) de
suero de caballo). Los cultivos se mantuvieron a 37°C en una incubadora modificada con 90% aire/10% CO,. Se anadio
glutamato al cultivo el dia 4 hasta la concentracién final de 1 mM. Se determiné luego la supervivencia de las células
un dia mas tarde utilizando bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT). Se disolvi6 MTT
en solucidn salina tamponada con fosfato (PBS, pH 7,4) a 5 mg/ml y se filtr6 para esterilizar y eliminar una pequefia
cantidad de residuo insoluble presente en algunas partidas de MTT, y se afiadi6 a los cultivos a una concentracién final
de 0,5 mg/ml. Seis horas después de la incubacién, se deseché el medio de cultivo para detener la reaccion. Se afiadid
dimetil-sulf6xido a todos los pocillos y se mezclé concienzudamente para disolver los cristales de color azul oscuro.
Después de unos cuantos minutos a la temperatura ambiente, se leyeron las placas utilizando un lector Micro ELISA
a una longitud de onda del ensayo de 570 nm y una longitud de onda de la referencia de 650 nm.

El compuesto de ensayo (1 uM) se afiadié 24 horas antes del tratamiento con glutamato y simultineamente con
glutamato.

El efecto del compuesto de ensayo se determind como la tasa de supervivencia de células vivas (%) de acuerdo
con la ecuacién siguiente:

Tasa de supervivencia de células vivas (%) = [(grupo de compuesto de ensayo - grupo tratado con 4cido glutdmico) +
(grupo de control - grupo tratado con dcido glutdmico)] x 100

Es decir, la tasa de supervivencia de las células vivas después de incubacién del grupo de control se convirtié al
100%, y se calcul6 la tasa de supervivencia de las células vivas de los compuestos de ensayo.

Ensayo bioldgico 2

Evaluacion del antagonismo contra la muerte de las células neuronales por tratamiento de diversas clases de inhibidor
de receptor de sustancias fisiologicamente activas y MTA

Este ensayo bioldgico se realiza para determinar si el efecto neuroprotector de los compuestos de ensayo es debido
a la activacién de receptores de sustancias fisiolégicamente activas o no, por utilizacién de un ensayo antagonista
para anticuerpos neutralizantes y como inhibidor para FGF, NT-3, NT-4/5, BDNF, IGF-1/2, NGF, PDGF y estr6geno,
respectivamente.

MTA (5-desoxi-5-metiltioadenosina) inhibe especificamente la autofosforilacién del receptor de FGF en las células
vivas [P.A. Mather, J. Bio. Chem., 268, 4244 (1993)]. Por esta razon, el efecto neuroprotector de los compuestos de
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ensayo es inhibido por tratamiento de MTA, dependiendo este efecto del efecto de transferencia de sefiales por la
fosforilacion del receptor de FGF.

Los inhibidores de las diversas clases de receptor se disolvieron en la concentracidon dptima, y se disolvi6 MTA
en la concentracion de 7,5 mM, inmediatamente antes de la utilizacion. 30 minutos antes del tratamiento de los com-
puestos de ensayo, se afiadié la concentracién Optima de cada inhibidor 0 0,75 mM de MTA, y se determin¢ el efecto
neuroprotector de los compuestos de ensayo por medio del método MTT.

Los resultados de cada uno de los ensayos bioldgicos 1 y 2 se presentan en la Tabla 8 siguiente.

TABLA 8
Compuesto | Tasa de supervivencia (%) Tasa de supervivencia (%) J

No. (Compuesto: 1 yl) (Compuesto: 1 pl & tratamiento con MTA)

6 o4 25
1 76 32
G 78 24
9* 104 )
10* 86 31
11+ 14 56
12* 54 33
13 65 13
16* 101 33
17* 85 55
18+ 91 57
19* 36 28
22 79 32
24* 61 22
25* 87 16
28 103 46
32* 13 34
33+ 120 46
34+ 74 21
36* 97 25
37 95 20
38* 124 19
39 94 28

Ensayo bioldgico 3
Evaluacion del efecto inductor de CalbindinD-28k

Se prepararon cultivos primarios a partir de cortezas cerebrales de ratas Wistar fetales (E18) de acuerdo con el
método modificado de Mattson y Kater [M.P. Mattson Brain Res. Rev., 13, 179 (1988)]. Después de disociacién con
papaina, se sembraron neuronas sobre placas de 6 pocillos recubiertas con poli-L-lisina (Falcon) a una densidad de
5500 células/mm? y se cultivaron en 2 ml de medio DMEM.

Se afiadieron los compuestos de ensayo 5 dias después de la iniciacién de la incubacién, y después de 7 dias de
incubacion se extrajo la proteina con solucién tampén homogeneizada [que contenia 20 mM de Tris-HCI (pH = 7,4),
EDTA 1 mM, y fluoruro de fenilmetilsulfonilo 0,1 mM].

El efecto de los compuestos de ensayo se determind por la técnica de la transferencia Western utilizando como
anticuerpo anti CalbindinD-28k policlonal Swant (Swant Co., Ltd.).
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La Tabla 9 muestra los resultados del ensayo. En la tabla, la cantidad de CalbindinD-28k inducida del grupo de
control (grupo sin tratamiento) se indicé como 100%.

TABLA 9
Cantidad de CalbindinD-28k inducida
Compuesto (% frente al control)
No. - _ (Compuesto: 1 pM)
6 163
Control 100

Ensayo biolégico 4
Evaluacion del efecto inhibidor neuroprotector por oligonucleotidos antisentido

Es necesario producir la proteina protectora para la acciéon de transferencia de sefiales de las células por la fosfo-
rilacién del receptor FGF para el efecto neuroprotector de los compuestos de ensayo, y la CalbindinD-28k es una de
dichas proteinas protectoras que tienen funcién de amortiguacién de Ca?*. Por esta razon, el ensayo siguiente deter-
mino si la CalbindinD-28k estd implicada en el efecto neuroprotector de los compuestos de ensayo por utilizacién de
un oligonucleétido antisentido.

Se prepararon cultivos primarios a partir de cortezas cerebrales de ratas Wistar fetales (E18). Después de disocia-
cién con papaina, se sembraron neuronas sobre placas de 96 pocillos recubiertas con poli-L-lisina (Sumitomo Bakelite
Co., Ltd.) a una densidad de 4x10* células/pocillo y se cultivaron en 100 ul de medio DMEM.

A partir de dos dias después de la incubacién hasta 8 dias, se afiadieron respectivamente 100 ul de medio Neuro-
basal/2% de suplemento B-27 y 5 uM de tres clases de oligonucleétidos antisentido, cada 24 horas. Siete dias después
de la incubacidn, se afiadieron 1 uM y 10 uM de los compuestos de ensayo, y 8 dias después de la incubacidn, se
afiadieron 300 uM de 4cido glutdmico. Se determiné luego la supervivencia de las células un dia mas tarde utilizando
MTT. Seis horas después de la incubacion, se deseché el medio de cultivo para detener la reaccion. Se afiadié dimetil-
sulféxido a todos los pocillos y se mezclé concienzudamente para disolver los cristales de color azul oscuro. Después
de unos cuantos minutos a la temperatura ambiente, se leyeron las placas utilizando un lector Micro ELISA a una
longitud de onda de ensayo de 570 nm y con una longitud de onda de referencia de 650 nm.

El efecto de los compuestos de ensayo se determiné como la tasa de supervivencia de células vivas (%) de acuerdo
con la ecuacién que se ha indicado en el Ensayo Bioldgico 1: es decir, la tasa de supervivencia de células vivas después

de incubacién del grupo de control se convirtié a 100%, y se calculd la tasa de supervivencia de las células vivas de
los compuestos de ensayo.

Las secuencias de los oligonucleétidos antisentido a utilizar en este ensayo se indican a continuacion:
Calbindin antisentido 1: $-TGA CTG CAG GTG GGA TTC TGC-3
Calbindin antisentido 2: §-ACC GTC GAA ATG AAG CCA GA-3
Calbindin antisentido 3: 5~CGT ATC ATC CAC GGT CTT GTT-3

La Tabla 10 muestra los resultados del ensayo.

TABLA 10
Compuesto de ensayo | Tasa de supervivencia (%) Tasa de supervivencia (%)
{antisentido(-)] _{antisentido(+): 5pM]
BEGE (1 ng) 71 ' 8
BEGF (10 ng) 101 35
No. 6 (0.1 pM) 103 30
No. 6 (1 uM) 108 34
No. 38* (0.1 uM) 100 28
No. 38* (1 uM) 106 33
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Ensayo biolégico 5
Evaluacion del efecto supresor del edema cerebral

Ratas Wistar macho adultas que pesaban 210-230 g se utilizaron en el presente estudio y se alojaron en un ambiente
artificialmente controlado con un ciclo luz/oscuridad de 12 horas. Los animales se anestesiaron con pentobarbital-sodio
(50 mg/kg de peso corporal, i.p., Nembutal Dinabbott, Japén) y se dispusieron en un aparato estereotixico. Se dejo al
descubierto el craneo y se practicé un orificio en el hueso parietal; 1,5 mm en posicién posterior y 0,8 mm en posicién
lateral al bregma. Todos los procedimientos se realizaron bajo un microscopio quirdrgico para evitar una irritacién
excesiva de las meninges y el cerebro subyacente. Se insert en el orificio un tornillo de latén con punta roma (1,0 mm
de didmetro y 3,0 mm de longitud, Biomedica, Jap6n). La punta del tornillo que sobresalia intracranealmente media
aproximadamente 2,5 mm, que penetraba en la parte parietal del cerebro derecho a través de las meninges. En las ratas
operadas falsamente, se cerrd el cuero cabelludo sin fijar un tornillo en el orificio. Después de la cirugia, todas las
ratas se mantuvieron en sus jaulas originales hasta el sacrificio. Se dejé que las ratas se alimentaran con comida y agua
ad libitum.

Bajo anestesia, los hemisferios cerebrales diana se procesaron respecto a contenido de agua post- TBI dia 6 (n = 6).
Los hemisferios cerebrales diseccionados se pesaron, se secaron durante 24 horas a 110 grados (Celsius) y se pesaron
después nuevamente. La cantidad sustraida de los pesos himedo y seco se consideré como agua tisular de la diana, y
se utiliz6 para el andlisis del edema cerebral.

El contenido de agua se calculd utilizando la férmula siguiente:

Contenido de agua (%) = [(peso himedo del hemisferio-peso seco del hemisferio)/
peso humedo del hemisferio] x 100

Los compuestos de ensayo se administraron por via intravenosa inmediatamente después de la operacion a través
de la vena del rabo de las ratas.

La Tabla 11 muestra los resultados del ensayo.

TABLA 11
Compuesto No. Tasa de supresion del edema cerebral
(cantidad de administracion) (%)
6 (3 mg/kg) 24.9
8* (1 mg/kg) 14.0
12* (3 mg/kg) 14.7
13 (3 mg/kqg) 13.1
14* (1 mg/kqg) 18.7
15* (1 mg/kq) 14.7
18* (1 mg/kq) 22.1
24* (1 mg/kqg) 10.6
25* (1 mg/kg) 19.1
26 (3 mg/kg) 11.9
27* (3 mg/kg) 11.8
29 (1 mg/kg) 13.8

Aplicabilidad industrial

Como se ha descrito arriba, la presente invencion proporciona compuestos de peso molecular relativamente bajo,
especialmente derivados de aminofenoxiacetamida de la férmula (I), que inducen la CalbindinD-28k, una de las pro-
tefnas de fijacién de Ca**, y pueden administrarse facilmente. Dado que la induccién de CalbindinD-28k causada por
la administracién del compuesto proporcionado por la presente invencion causa un efecto neuroprotector y un efecto
de mejora y tratamiento de los trastornos cerebrales funcionales y orgédnicos, puede comprenderse que el agente de la
presente invencion es sumamente aplicable en el campo farmacéutico.
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REIVINDICACIONES

1. Un derivado de aminofenoxiacetamida representado por la férmula (I) siguiente:

8
N
m’)ﬂr (1)

en donde
R!, R%, R’ y R* son metilo;
R°, R®, R y R® son, independientemente unos de otros, un dtomo de hidrégeno o un grupo alquilo C,-Cg;
cuando E' es un dtomo de oxigeno, E? es el grupo -NR’-; o

cuando E' es el grupo -NR'°-, E? es un 4tomo de oxigeno; en donde R® y R'* son un 4tomo de hidrégeno; un grupo
alquilo C;-Cs de cadena lineal o ramificado que puede estar sustituido con halégeno; un grupo arilo C,-C,4 que puede
estar sustituido con sustituyentes seleccionados del grupo constituido por atomos de halégeno, un grupo hidroxi, un
grupo alcoxi C,-Cs de cadena lineal o ramificado y un grupo alquilo C,-Cs de cadena lineal o ramificado que puede
estar sustituido con dtomos de halégeno; o un grupo aralquilo Cs-C;, que puede estar sustituido con sustituyentes
seleccionados del grupo constituido por dtomos de halégeno, un grupo hidroxi, un grupo alcoxi C,-Cs de cadena
lineal o ramificado y un grupo alquilo C;-Cs de cadena lineal o ramificado que puede estar sustituido con dtomos de
halégeno;

Q es un grupo de -X-Y-Q’, en donde X es un enlace de conexién, un grupo alquileno C;-C4 0 un grupo alquenileno
C,-C4; Y es un grupo de conexién, C(=O)NH o NHC(=0); y Q’ es un grupo fenilo, un grupo piridilo, un grupo
quinolilo, un grupo isoquinolilo, un grupo benzotiazol o un grupo bencimidazol, cada uno de los cuales puede estar
sustituido con sustituyentes seleccionados del grupo constituido por 4tomos de halégeno, un grupo hidroxi, un grupo
alcoxi C,-Cs de cadena lineal o ramificado y un grupo alquilo C,-Cs de cadena lineal o ramificado que puede estar
sustituido con atomos de halégeno;

o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

2. El derivado de aminofenoxiacetamida de férmula (I) de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde X e Y son
ambos un enlace de conexidn,;

o sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

3. Medicamento que contiene un derivado de aminofenoxiacetamida o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo representada por la férmula (I) de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, como ingrediente activo.

4. Agente de induccién de la produccién de CalbindinD-28k, que es una proteina de fijacién de Ca**, que contiene
un derivado de aminofenoxiacetamida o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo representada por la férmula
(D) de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, como ingrediente activo.

5. Un agente mejorador o terapéutico de una funcién cerebral funcional y orgédnica que contiene un derivado de
aminofenoxiacetamida o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo representada por la férmula (I), de acuerdo
con la reivindicacién 1 6 2, como ingrediente activo.

6. Medicamento para el tratamiento o la mejora de trastornos cerebrales funcionales debidos a diversos trastor-
nos isquémicos tales como infarto cerebral, hemorragia intracerebral y arterioesclerosis cerebral, asi como trastornos
cerebrales orgdnicos tales como demencia senil, lesién cerebral, operacion cerebral, enfermedad de Alzheimer, en-
fermedad de Parkinson, y esclerosis lateral amiotréfica, que contiene un derivado de aminofenoxiacetamida o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo representada por la férmula (I) de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, como
ingrediente activo.
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Método de seleccion de compuestos neuroprotectores basado en la induccion de
la produccion de CalbindinD-28k
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Ensayo 1:

El efecto protector del compuesto de
ensayo contra la neurodegeneracion
inducida por glutamato, ;es mayor en el
caso de la administracion previa que el
de la administracién simuitanea?
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Posibifidad de efecto protector basado en la induccion de sustancia semejante a proteina
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Ensayo 2: Ensayo 2:
X NO El efecto neuroprotector, N El efecto neuroprotector,
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NO antagonista del receptor
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| Posibilidad de correlacion entre el efecto S I
i protector y la autofosforilacion de los
| receptores FGF Posibilidad de correlacion entre el efecto
— protector y la activacion de receptores de otra
sustancia fisiologicamente activa*
*FGF, NT-3,NT 4/5, BDNP,
IGF-I/l, NGF, Estrogeno

Ensayo de evaluacion de la participacion neuroprotectora de CalbindinD-28k
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Ensayo 4:
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L Correlacion con el efecto neuroprotector basado en la induccién de la produccion de CalbindinD-28k
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x: Compuesto fuera de seleccion
xx: El compuesto produce CalbindinD-28k, pero el efecto neuroprotector principal esta correlacionado con algo

distinto
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